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AI Po okužbi krompirja s krompirjevim virusom PVY se transkripcijski faktor Pti5 
premakne v jedro. Pti5 iz družine ERF (angl. ethylene response factors) ima 
glavno vlogo pri aktivaciji in utišanju tarčnih genov,  ki so pomembni v 
odgovoru na stres. V magistrskem delu smo raziskovali mehanizem, ki sproži 
lokalizacijo Pti5 v jedro. Modelne rastline tobaka Nicotiana benthamiana smo 
prehodno transformirali s konstruktom, ki vsebuje gen Pti5 v fuziji z rumenim 
fluorescenčnim proteinom (YFP) pod konstitutivnim promotorjem 35S in jih 
obdelali s kinaznim inhibitorjem. Sledili smo izražanju fluorescenčnega proteina 
s pomočjo konfokalnega mikroskopa. Iz dobljenih rezultatov sklepamo, da sama 
translokacija Pti5 ni zaradi fosforilacije. Prav tako nas je zanimalo, če je za 
translokacijo dovolj le en virusni protein. Ugotovili smo, da lahko že P19, 
virusni supresor utišanja RNA iz tombusvirusov vpliva na translokacijo Pti5 v 
jedro. Vedeli smo, da je Pti5 na stičišču hormonskih poti salicilne kisline (SA), 
etilena (ET) in jasmonske kisline (JA). Z uporabo β-glukuronidaznega testa  
smo ugotavljali aktivnost promotorja Pti5 v primerjavi s promotorjem PR1b, ki 
je označevalec signalne poti SA, po obdelavi z zgoraj naštetimi hormoni oz. 
njihovimi inhibitorji. Sklepamo, da tako analog SA INA, kot prekurzor ET ACC 
povečata indukcijo promotorja Pti5 in PR1b v listih tobala N. benthamiana. 
Prav tako iz rezultatov sklepamo, da PR1b uravnava SA neodvisno od ET. Pti5 
najverjetneje uravnava SA v etilenski signalni poti. S prenosom western smo 
želeli ugotoviti, če se pri rastlinah okuženih s PVY, poveča kopičenje Pti5 v 
jedru. Slednje smo potrdili le z rezultati s konfokalnim mikroskopom. 
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Following the infection of the potato, with the potato virus Y (PVY), 
transcription factor Pti5 translocates into nucleus. Pti5 belongs to ERF familiy 
(ethylene response factor), which have the main role in activation and silencing 
of targeted genes important in plant response to stress. In this master thesis, we 
were studying which mechanism is responsible for translocation of Pti5 into the 
nucleus. Using transient transformation of Nicotiana benthamiana, with the 
construct, which has gene Pti5 fused with yellow fluorescent protein (YFP) 
under constitutive 35S promoter and then treated the plants with kinase 
inhibitor. We followed the expression of YFP under confocal microscope. Our 
results show that translocation of Pti5 is not caused by phosphorylation. 
Additionally, we found, that only one protein P19, viral supressor of RNA 
silencing from tombusviruses, is enough for translocation of Pti5 to the nucleus.  
We knew that Pti5 is in the crossroad between signaling pathways of salycilic 
acid (SA), ethylen (ET) and jasmonic acid (JA). We were interested in activity 
of promoter Pti5, in comparison to promoter PR1b, which is marker of SA 
signaling pathway, following treatment with hormones and their inhibitors 
mentioned above. Our results show that both, analog of SA INA and precursor 
of ET ACC, increase the induction of promoter Pti5 and PR1b in N. 
benthamiana leaves. We also can conclud that PR1b is regulated by SA 
independantly of ET, while induction of Pti5 by SA is most likely regulated 
through ET signaling. With Western blot we wanted to found out, if the 
accumulation of Pti5 is increased in the plants infected with PVY. We proved 
that only with the results obtained by confocal microscopy. 
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   XIII 
Fric K. Uravnavanje prepisovanja in lokalizacije transkripcijskega faktorja Pti. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
att   mesto za rekombinacijo 
bp   bazni par 
dH2O   destilirana voda 
ERF   transkripcijski faktor, ki se odziva na etilen  
ET              etilen 
ETI   z efektorji sprožena imunost (ang. effector triggered immunity) 
GA              giberelinska kislina 
GFP   zeleno fluorescirajoči protein (ang. green fluorescent protein) 
gus              reporterski gen za β-glukuronidazo 
Hc-Pro  proteinaza s pomožno komponento  
HR   hipersenzitivna odpornost (ang. hypersensitive resistance) 
HRP   hrenova peroksidaza (ang. horseradish peroxidase) 
kDa   kilodalton 
INA   analog salicilne kisline 
JA              jasmonska kislina 
MAMPs molekularni vzorci, ki so povezani z mikrobi (ang. microbe-                                        
associated molecular patterns) 
NaDS-PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
NB-LRR  proteini z domenami bogatimi z levcini, ki zaznajo vzorce PAMP 
PAMPs molekularni vzorci, ki so povezani s patogeni (ang. pathogen- 
associated molecular patterns) 
PCR                         verižna reakcija s polimerazo 
PR   povezano s patogenezo ( ang. pathogenesis-related) 
PTI   imunost sprožena z molekulami PAMP 
PTM   posttranslacijska modifikacija 
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Pti   s patogenezo povezan transkripcijski aktivator 
PVY   krompirjev virus Y (ang. Potato virus Y) 
RFP   rdeči fluorescenčni protein (ang. red fluorescent protein) 
SA   salicilna kislina 
TMV   virus mozaika tobaka 
Tm   temperatura tališča (ang. melting temperature) 
T-DNA  del plazmida, ki se prenese v rastlinski genom(ang. transfer DNA) 
TF   transkripcijski faktor 
VSRs                          virusni supresorji utišanja RNA (ang. Viral suppressors of RNA 
silencing) 
YFP                            rumeni fluorescenčni protein (ang. yellow fluorescent protein) 
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1  UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Zaradi naraščanja svetovne človeške populacije, se povečuje potreba po hrani, s čimer je 
povezana tudi povečana pridelava poljščin (Phukan in sod., 2017). Med poljščinami, 
krompir v svetovnem merilu zaseda četrto mesto. Njegova pridelava iz leta v leto strmo 
raste (Netafim South Africa, 2017). Pridelek krompirja ogrožajo različni škodljivci. V 
zadnjih letih pridelovalci poročajo o izgubah krompirja po vsem svetu. Eden izmed 
razlogov je krompirjev virus Y (angl. Potato virus Y, PVY), ki se je zaradi novih genskih 
rekombinantnih sevov razširil po celem svetu (Scheufele, 2016; Schramm in sod., 2011).  
Rastline so razvile različne obrambne mehanizme, s katerimi se spopadajo z virusi in 
drugimi patogeni, ki vplivajo na njihovo preživetje. Eden izmed mehanizmov je rastlinski 
imunski sistem, ki vključuje signalne poti različnih hormonov, kot sta salicilna (SA) in 
jasmonska (JA) kislina ter etilen (ET). Glavna tarča vseh teh poti je celično jedro. Hormoni 
namreč uravnavajo specifične skupine genov, katerih izražanje inducira ali zavre aktivacija 
transkripcijskih faktorjev (TF). Poznamo veliko družin TF, ki so vključeni v kompleksno 
regulacijsko mrežo obrambnih odgovorov. TF družine ERF (angl. ethylene response 
factors), imajo glavno vlogo pri aktivaciji in utišanju tarčnih genov, ki so pomembni v 
odgovoru tako na abiotski kot tudi biotski stres (Tian in sod., 2015; Moore in sod., 2011). 
V to družino uvrščamo tudi transkripcijski faktor Pti5.  
Namen mojega magistrskega dela je bil preučevati uravnavanje izražanja in lokalizacijo 
transkripcijskega faktorja Pti5, ki je pri krompirju vpleten v obrambni odgovor rastline. 
Pomemben je za obrambo proti virusu PVY. Zanimivo je tudi, da se protein Pti5 po okužbi 
z virusom PVY premakne v jedro. Zanimal nas je mehanizem, ki sproži translokacijo 
proteina Pti5 iz citoplazme v jedro. Iz predhodnih raziskav na Nacionalnem inštitutu za 
biologijo smo vedeli, da je Pti5 pri krompirju na stičišču različnih hormonskih poti: 
etilenske, salicilne kisline in jasmonske kisline. Zato smo želeli ugotoviti, kako našteti 
hormoni vplivajo na indukcijo njegovega promotorja. 
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1.2 CILJI RAZISKOVALNE NALOGE 
1.2.1 Lokalizacijske študije proteina Pti5 
Kot osnovo želimo pripraviti prehodno transformirane rastline tobaka (N. benthamiana), s 
konstruktoma Pti5prom:Pti5_YFP in 35Sprom:Pti5_YFP, ki sta bila že pripravljena na 
Nacionalnem inštitutu za biologijo. Nato želimo testirati, če se po okužbi rastlin tobaka s 
PVY, protein Pti5 premakne v jedro, zaradi kinaze, ki fosforilira ta protein. Zato bomo 
rastline tobaka obdelali s kinaznim inhibitorjem K252a. Z opazovanjem živih listov rastlin 
tobaka s konfokalnim mikroskopom bomo določili mesto v celici, kjer se pojavlja 
fluorescentno rumeno označen protein. 
1.2.2 Analiza indukcije promotorja Pti5 po tretiranju z različnimi hormoni 
Na neokuženih in prehodno transformiranih rastlinah tobaka s konstruktom 
Pti5prom:GFP_GUS in PR1b: GFP_GUS, bomo izvedli histokemični β-glukuronidazni 
test. Test GUS nam bom pokazal povečano oz. zmanjšano indukcijo promotorja Pti5, po 
izpostavitvi različnim hormonom in njihovim inhibitorjem. Kot kontrolo bomo uporabili 
promotor gena PR1b, ki se inducira po obdelavi s SA. 
1.2.3 Zaznavanje kopičenja proteina Pti5  
Pripraviti želimo prehodno transformirane rastline tobaka s konstruktoma 
35Sprom:Pti5_myc in 35Sprom:Pti5_YFP, da bomo preko fuzijskih komponent proteina 
Pti5 lahko spremljali njegovo kopičenje. Zanima nas, če se po okužbi rastlin s PVY poveča 
kopičenje Pti5 in če se Pti5 razgradi pri kontrolnih rastlinah, ker ga rastlina ne potrebuje. S 
prenosom western želimo pri rastlinah, okuženih s PVY, s pomočjo primarnih in 
sekundarnih protiteles potrditi kopičenje proteina Pti5. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 Predpostavljamo, da se zaradi posttranslacijskih modifikacij, npr. fosforilacije 
protein prenese v jedro. 
 SA in ET bosta povečala aktivnost promotorja Pti5, JA pa jo bo zavrla. 
 V rastlinah okuženih s PVY se bo povečalo kopičenje proteina Pti5.  
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2  PREGLED OBJAV 
2.1 KROMPIRJEV VIRUS Y 
Krompirjev virus Y (PVY) je svetovno razširjen patogen rastlinskih vrst družine 
razhudnikovk (Solanaceae), v katero poleg krompirja spadajo tudi tobak, paradižnik, 
paprika idr. Prenaša ga več kot 50 vrst uši, prenaša pa se lahko tudi mehansko ali z 
okuženimi krompirjevimi gomolji (Karasev in Gray, 2007). PVY uvrščamo v rod 
Potyvirus v družini Potyviridae, ki je druga največja družina rastlinskih virusov. Ima 
pozitiven enoverižen RNA genom, velik približno 9,7 kb s kovalentno vezanim proteinom 
VPg na 5'-koncu, ki ima pomembno vlogo pri transportu virusa iz celice v celico in 3'-
poli(A)repom. Konca obdajata odprt bralni okvir, ki kodira 350 kDa velik poliprotein. Po 
translaciji poliproteina v gostiteljski celici ga virusne proteaze (P1, HC-Pro, NIa-Pro) 
cepijo v zrele virusne proteine (Tennant in Fermin, 2015). Ko virus vstopi v rastlinsko 
celico, se mora najprej razgraditi plaščni protein. Potivirusi vsebujejo približno 2000 kopij 
plaščnega proteina, ki tvori filamentozno, gibljivo strukturo dolgo 720-850nm in široko 
12-15nm (Artimo in Jonnalagedda, 2011). 
Ko je krompir enkrat okužen, se bolezenska znamenja pojavijo v manj kot 10 dneh. 
Bolezenska znamnenja so različna, npr. gubanje listov, točkaste kloroze, listne nekroze, 
odpadanje listov, oslabljena rast rastlin. Odvisni so od sorte krompirja, okoljskih razmer in 
seva PVY, ki okuži rastlino (Schramm in sod., 2011). Poznanih je kar pet različnih sevov 
PVY
C
, PVY
 Z
, PVY
E
, PVY
 N
, PVY
O
. Agresiven rekombinantni sev PVY 
NTN 
je eden od 
različkov PVYN, ki povzroča bolezen krompirja, imenovano obročkasta nekroza gomoljev 
(angl. Potato tuber necrotic ringspot disease, PTNRD) (Sl.1) (Kerlan in sod., 2011).  
 
Slika 1: Gomolj kompirja, okužen z virusom PVY (Schramm in sod., 2011). Zdrav krompir (levo) in obroči 
nekrotičnega tkiva na gomolju krompirja (desno), ki so posledica bolezni PTNRD in se sčasoma pomaknejo 
tudi v notranjost gomolja. 
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2.1.1 Obrambni mehanizmi virusov 
Številni rastlinski virusi so v evoluciji razvili obrambne mehanizme, s katerimi ovirajo 
imunski sistem gostitelja. Izdelujejo lahko virusne supresorje utišanja RNA (VSRs), ki se 
strukturno in sekvenčno razlikujejo in imajo raznolike mehanizme. Eden izmed 
mehanizmov je, da zavirajo utišanje virusne RNA v rastlinah (Keqiong in Patel, 2005). 
Supresorje utišanja RNA so našli tudi pri patogenih bakterijah in oomicetah, kar nakazuje, 
da je motenje utišanja gostiteljeve RNA razširjena virulenčna strategija med številnimi 
rastlinskimi patogeni (Pumplin in Voinett, 2013). 
2.2 OBRAMBNI MEHANIZMI RASTLIN PROTI PATOGENOM 
Različni patogeni imajo raznolike življenjske strategije in efektorje, s katerimi kolonizirajo 
gostitelja, zato so rastline morale v evoluciji razviti napreden naravni imunski sistem, s 
katerim aktivirajo imunski odgovor v signalni kaskadi s hormoni, transkripcijskimi 
faktorji, prepoznavanjem molekul PAMP (angl. pathogen-associated molecular patterns, 
PAMPs) idr. (Odjakova in Hadjiivanova, 2001). 
Obstajata dva nivoja naravnega imunskega sistema rastlin. Prvi nivo predstavlja, tako 
imenovana s PAMPi sprožena imunost PTI (angl. PAMP triggered immunity), kjer rastline 
s transmembranskimi receptorji prepoznajo različne molekularne vzorce povezane s 
patogeni oz. mikrobi (PAMPs in MAMPs), kot sta flagelin in signalizacijsko omrežje, ki 
ga sproži aktivacija teh receptorjev. Drug nivo pa predstavlja imunost sprožena z efektorji 
ETI (angl. Effector triggered immunity), za katerega so značilni odpornostni geni R, ki 
lahko kodirajo polimorfne NB-LRR produkte. Poimenovani so po značilnih vezavnih 
domenah za nukleotide (NB) in domenah bogatih z levcinom (LRR). S pomočjo proteinov 
NB-LRR rastlina lahko prepozna različne efektorje obligatnih biotrofov in hemi-biotrofnih 
patogenov in aktivira obrambne odgovore (Jones in Dangl, 2006). 
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2.2.1 PTI in ETI 
Glavni obrambni odgovor rastlin proti patogenom, kot so bakterije, glive, oomicete in 
virusi predstavljajo transmembranski receptorji (angl. Pattern recognition receptors, 
PRRs), s katerimi rastline prepoznajo različne molekularne vzorce PAMP, ki so povezani s 
patogeni. Le-ti sprožijo PTI imunost (Zvereva in Poogin, 2012). PAMP predstavljajo 
raznolike molekule, kot so flagelin, lipopolisaharidi, peptidoglikan, dsRNA, ki nastanejo iz 
različnih patogenovih struktur, značilnih za posamezen razred patogenov, zato sam odziv 
ni specifičen, ampak odraža odgovor na neko skupino patogenov (Morgesen, 2009; Guček, 
2013). Prepoznava teh molekul pospeši nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti, aktivira z 
mitogenom aktivne protein kinaze (kinaze MAP, MAPK) in spodbudi sintezo SA 
(Seyfferth in Tsuda, 2014).  
Patogeni se branijo s sproščanjem elicitorjev, ki oponašajo ali inhibirajo evkariontske 
celične funkcije. Njihova primarna funkcija je, da zavrejo PTI (Zvereva in Poogin, 2012; 
Mazzotta in Kemmerling, 2011). Rastlinske celice jih večinoma prepoznajo in ob tem 
aktivirajo ETI. Tako omejijo ali upočasnijo širjenje bolezni. Sama vezava efektorjev na 
proteine R, ki delujejo kot receptorji in spadajo v razred NB-LRR, lahko v končni fazi 
sproži hitro in lokalizirano celično smrt, ki jo imenujemo tudi preobčutljivostni odgovor 
(angl. hypersensitive response, HR) (Zvereva in Poogin, 2012).  
2.2.2 Utišanje virusne RNA 
Utišanje RNA je naravni obrambni mehanizem rastlin proti virusni okužbi oziroma proti 
tujim nukleinskim kislinam, ki vstopijo v rastlino. Rastline jih s tem mehanizmom 
prepoznajo in razgradijo (Fagard in Vaucheret, 2000).  
Obrambni odgovor sprožijo dvoverižne (ds) molekule RNA, ki jih med drugimi tvorijo 
RNA-virusi pri podvajanju oz. se sintetizirajo iz virusnih mRNA s pomočjo gostiteljevih 
od RNA-odvisnih polimeraz RNA ali pa iz dolgih helikalnih regij virusne RNA (Keqiong 
in Patel, 2005). Samo utišanje genov lahko poteka na različnih ravneh, in sicer na ravni 
post-transkripcijskega ali ranslacijskega uravnavanja, metilacije DNA usmerjene z RNA 
ter preoblikovanja kromatina. Neposredno vlogo pri tem procesu imajo molekule sRNA 
(angl. small RNA), ki so 20-25 bp dolgi oligonukleotidi. Zaradi komplementarnosti se 
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lahko specifično vežejo na tarčne molekule, na primer virusne mRNA. Mehanizem utišanja 
poteka s pomočjo encimov DICER-like, ki cepijo dvoverižno (ds) RNA v kratke duplekse 
RNA, imenovane siRNA. Molekule siRNA pa vodijo degradacijo homolognih enoverižnih 
(ss) mRNA (Lakatos in sod., 2004). 
2.2.3 Proteini PR 
Rastline kot odgovor na napad patogenov oz. žuželk lahko izražajo specifične gene, ki 
kodirajo različne proteine PR (angl. pathogenesis-related). Proteine PR so odkrili v 
rastlinah tobaka, okuženih z virusom mozaika tobaka (TMV) (Ebrahim in sod., 2011). 
Trenutno jih na podlagi podobnosti razvrščamo kar v 17 različnih družin (van Loon in sod., 
2006). Opravljajo zelo raznolike biološke funkcije, predstavljajo hitinaze, β-1,3 glukanaze, 
peroksidaze, defenzine, inhibitorje proteinaz, tionin,... (Ebrahim in sod., 2011). Lahko 
poškodujejo celično steno mikrobov ali pa delujejo toksično na njihov metabolizem, in s 
tem branijo rastline pred patogeni. Nekateri obrambni proteini se inducirajo med 
senescenco, poškodbami ali z mrazom. Prisotni so tudi v plodovih in cvetovih in lahko 
povzročijo alergije pri ljudeh. Raznoliki proteini PR rastlini torej omogočajo rast, razvoj 
ter obrambo in so ključni za preživetje rastline (van Loon in sod., 2006).Večino proteinov 
PR inducirajo signalne molekule, kot so SA, JA in ET. Kopičijo se lokalno v okuženih in 
neokuženih tkivih ter s tem preprečijo nadaljno okužbo rastlin (Ebrahim in sod., 2011).  
Proteine PR iz skupine PR1 uporabljamo kot označevalce ojačanega obrambnega odgovora 
pri sistemsko pridobljeni odpornosti (SAR) v oddaljenih tkivih (van Loon, 2006). 
Inducirajo jih patogeni oz. SA (van Loon in van Strien, 1999). Vsi proteini PR1 so 
strukturno podobni in so zgrajeni iz 4 α-heliksov in 4 β-ploskev. V tobaku je prisotnih vsaj 
16 proteinov PR1, ki jih označimo s črko (npr. PR1a). Po okužbi krompirja s Phytophtora 
infestans so ugotovili, da se protein PR1b kopiči v bližini koloniziranega območja lista 
(van Loon in sod., 2006). Chen in sod. (2014) so odkrili, da se iz PR1 odcepi peptid, 
katerega sinteza se sproži ob ranitvi oz. ob ranitvi v kombinaciji z analogom metil 
jasmonata, kar aktivira imunske signale za obrambo proti patogenom v paradižniku. Na C' 
terminalnem koncu imajo proteini PR1, peptid CAPE (angl. CAP-Derived Peptide), ki je 
vključen v rastlinsko imunsko signaliziranje. Dokazano je, da ima peptid CAPE vlogo pri 
signaliziranju, ki omogoča obrambo proti mikrobnim patogenom in herbivorom. Odgovor 
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CAPE je neodvisen od drugih obrambnih signalnih poti, kot naprimer prepoznavanje 
molekul PAMP (Breen in sod., 2017). 
2.2.4 Fitohormoni v imunskem sistemu rastlin 
Kot odgovor na okužbo s patogenom lahko rastline aktivirajo številne signalne kaskade, ki 
vodijo v kopičenje hormonov (Guček, 2013). Fitohormoni so majhne endogene signalne 
molekule, ki se transportirajo po rastlini in spodbudijo odgovor na abiotski in biotski stres. 
Hormonsko signaliziranje se začne z zaznavo liganda oz. hormona z receptorji, se 
nadaljuje z nastankom hormonskega signala, ki vpliva na velike spremembe v izražanju 
genov v jedru (Gimenez-Ibanez in Solano, 2013). Fitohormoni so vključeni v raznolike, 
kompleksne mreže, preko katerih uravnavajo odgovore na različne dražljaje. SA, ET in JA 
so najpomembnejše signalne molekule, pri odgovoru na biotski stres (Hill, 2015; Mazem in 
sod., 2015). SA je večinoma vključena v aktivacijo obrambnega odgovora proti biotrofnim 
in hemibiotrofnim patogenom, medtem ko sta JA in ET, predvsem proti nekrotrofnim 
patogenom in rastlinojedim žuželkam (Vivek in sod., 2016). Obstajajo tako genetski kot 
biokemijski dokazi za komunikacijo med različnimi signalnimi potmi, ki je, odvisno od 
vrste patogena, lahko koregulatorna, antagonistična ali sinergistična. Iz tega lahko 
sklepamo, da je aktivacija SA in/ali signalnih poti odvisnih od ET/JA, specifična (Gu in 
sod., 2002). Čeprav večina študij nakazuje na antagonistične vplive med SA in 
signaliziranjem odvisnim od JA/ET, pa nekaj študij opisuje tudi sinergistične vplive (An in 
Mou, 2011). 
2.2.4.1  Salicilna kislina 
 
SA ali 2-hidroksibenzojska kislina, je majhna fenolna spojina, ki je pomembna tako za 
aktivacijo obrambnih odgovorov, ki so posredovani preko številnih genov za odpornost R, 
kot tudi pri lokalnem odzivu in sistemski odpornosti (Seyfferth in Tsuda, 2014; Kunkel in 
Brooks, 2002).  
SA se sintetizira po dveh poteh, in sicer po izokorizmatni poti s pomočjo encima 
izokorizmat sintaze 1 (ICS1) v kloroplastih oz. po fenilalaninski poti iz trans – cimetne 
kisline (Seyfferth in Tsuda, 2014). V zdravih rastlinah je koncentracija SA navadno nizka, 
po okužbi s patogenom pa hitro naraste (Vidhyasekaran, 2014). Večina SA se sintetizira in 
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kopiči na mestih okužbe in se od tam transportira po rastlini, nekaj pa se je sintetizira tudi 
v neokuženih delih rastline (Pezić, 2016). 
Povečanje endogenega nivoja SA v tkivih, izpostavljenih patogenom, poveča izražanje 
genov PR. Geni PR predstavljajo raznoliko skupino genov, ki kodirajo različne proteine z 
antimikrobiološko aktivnostjo in zagotavljajo povečano odpornost proti številnim 
patogenom. Eden od glavnih regulatornih elementov genov PR, odvisnih od SA, je NPR1 
(angl. NON-EXPRESSOR OF PR GENE) (Vivek in sod., 2016). Številni geni PR, katerih 
izražanje je odvisno od SA, se uporabljajo kot reporterji za odgovore, odvisne od SA 
(Kunkel in Brooks, 2002).  
Izpostavitev rastlin eksogeni SA, navadno povzroči povečano odpornost proti virusom, pri 
čemer se zmanjša titer virusa in se kasneje pojavijo bolezenska znamenja (Tomšič, 2008). 
Yalpani N. in sod. so 1993 dokazali, da se po inokulaciji tobaka (N. tabaccum) varietete 
Xanthi, ki ima odpornostni gen N proti TMV, s TMV, sistemsko poveča vsebnost SA. 
Biosinteza in signaliziranje SA se aktivirata, ko rastlina s produkti genov R prepozna 
virusne efektorje. Ta inkompatibilna interakcija sproži odgovore, ki omejijo virusno 
propagacijo na mestu okužbe, na primer poti majhnih interferenčnih RNA (siRNA), 
kopičenje reaktivnih kisikovih zvrsti, proteinov PR, preobčutljivostni odgovor, 
reorganizacijo tkiv in v končni fazi programirano celično smrt (Mazem in sod., 2015).  
SA sproži izražanje različnih transkripcijskih faktorjev, ki so udeleženi v prepisovanje 
obrambnih genov, odvisnih od SA. Med transkripcijskimi faktorjev so tudi ERF, WRKY 
idr., ki so odvisni od etilena (Vidhyasekaran, 2014). 
2.2.4.2  Etilen 
 
Etilen je plinast ogljikovodik (C2H4), ki je lažji od zraka in pogosto oksidira. Sintetizirajo 
ga skoraj vse višje rastline, čeprav je sinteza odvisna od tipa tkiva in faze razvoja. 
Udeležen je v različnih fazah rasti in razvoja, in sicer pri absciziji listov, odmiranju cvetov, 
gnitju sadja, signalnih spremembah med kalitvijo, programirani celični smrti ter pri 
abiotskem in biotskem stresu. 
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Biosinteza etilena poteka v ciklu Yang. Prekurzor za njegov nastanek je aminokislina L-
metionin. Sintaza ACC je pomemben encim, ki katalizira cepitev aminobutirata iz S-
adenozil-L-metionina (S-AdoMet). Pri tem nastane 1-aminociklopropan-1-karboksilna 
kislina (ACC) ter 5'metiltioadenozin, ki pa se pretvori nazaj v metionin. ACC pa se s 
pomočjo oksidaze ACC pretvori do končnega produkta ET (Wang in sod., 2002).  
Koncentracija ET v rastlinskem tkivu je odvisna od stopnje biosinteze in difuzije. 
Prehajanje ET med celicami poteka z enostavno difuzijo skozi membrane. 
Etilenski receptorji so homologni bakterijskim dvo-komponentnim kinazam His. So dimeri 
povezani z disulfidnimi vezmni in so na membranah. Vsak receptor vsebuje N'-terminalno 
transmembransko domeno, kamor se veže ET ter GAF (poimenovana po proteinih v 
katerih je prisotna, in sicer cGMP-specifičnih fosfodiesterazah, adenilil ciklazah in FhlA) 
in kinazno domeno. Signalna transdukcija poteče s serijo fosforilacij, ki jih omogočajo 
proteinske kinaze z aktivacijo transkripcijskih faktorjev. Le-ti sprožijo prepisovanje genov, 
udeleženih v procesih abscizije, obrambe idr. (Bleecker in Kende, 2000). ET je negativni 
regulator signalne poti. To pomeni, da je ob njegovi odsotnosti, kinaza CTR1 (angl. 
constitutive triple response 1) vezana na receptor in deluje kot represor (je aktivirana) ter 
prepreči transkripcijo. Vezava ET na receptorje deaktivira  kinazo CTR1 , kar sproži 
nadaljno signalno transdukcijo v rastlini in prepisovanje tarčnih genov (Kamiyoshihara in 
sod., 2012).  
Etilensko signaliziranje aktivira prepisovanje številnih genov PR in drugih genov za 
obrambo. Številni geni, ki se izražajo pod vplivom etilena imajo ohranjeno 11 bp dolgo 
promotorsko sekvenco, imenovano škatla GCC (Wu C. in sod., 2014). 
1-metilciklopropen (1-MCP) je sintetični regulator rasti rastlin. Strukturno je podoben ET, 
je močan ciklični olefin in antagonist ET. Z višjo afiniteto vezave na etilenske receptorje 
onemogoča etilensko signaliziranje. Obdelava rastlin z 1-MCP učinkovito upočasni gnitje 
plodov in senescenco (Kamiyoshihara in sod., 2012). 
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2.2.4.3 Jasmonska kislina 
 
JA je ključni hormon v oktadekanoidni poti. Prekurzor za njen nastanek je α-linolejska 
kislina. Pomembna je pri aktivaciji signalnih transdukcijskih poti, ki uravnavajo izražanje 
različnih genov za razvoj in odgovor na stres. Eksogena aplikacija tega hormona ali 
njegovega analoga metil jasmonata sproži sintezo različnih obrambnih proteinov, na 
primer tioninov v listih ječmena in semenih repnjakovca, proteinaznih inhibitorjev v 
paradižniku in biosintezo fitoaleksinov. 
Po okužbi rastlin s patogenom, se poveča koncentracija JA, kar nakazuje, da je JA 
vključena v obrambni odgovor rastlin. Izražanje genov, ki je  odvisno od JA, in ki so 
vključeni v obrambo, v glavnem aktivirajo TF JIN1/MYC2. Prav tako je nekaj članov 
družine AP2/ERF vključenih v odgovore na stres, ki jih uravnava JA. Na primer ERF1, 
ERF2, ERF5 in ERF6 nadzirajo izražanje označevalskega gena PDF1.2., ki zagotavlja 
obrambo proti nekrotrofnim patogenom (Vivek in sod., 2016). 
Medsebojni vplivi med različnimi hormoni so zelo kompleksni. Signalne poti SA in JA se 
križajo na različnih točkah, hormona uravnavata biotski stres antagonistično. V rastlinah, 
okuženih z biotrofnimi patogeni, ki inducirajo SA, so pogosto zavrti obrambni odgovori, ki 
so  odvisni od JA (Gimenez-Ibanez in Solano, 2013). Protein NPR1 naj bi imel ključno 
vlogo pri antagonistični interakciji. Obratno pa JA in ET pri uravnavanju izražanja genov 
po okužbi z nekrotrofnimi patogeni delujeta sinergistično. Potrebna sta namreč za sočasno 
aktivacijo izražanja ERF1 in s tem izražanja genov PR (Vivek in sod., 2016). 
DIECA oz. dietilditiokarbamična kislina je pomemben inhibitor biosinteze jasmonatov. 
Dokazano je, da blokira sintezo proteinaznega inhibitorja I v listih paradižnika po ranitvi in 
napadu žuželk (Farmer in sod., 1994; Menke in sod., 1999). DIECA reducira 13-
hidroperoskilinolejsko kislino do alkohola (13-hidroksilinolejske kisline), ki ni intermediat 
v signalni poti in se ne more pretvarjati do jasmonske kisline (Bruinsma in sod., 2010). 
Inhibitorji biosinteze jasmonatov so pomembni v raziskavah pomena oktadekanoidne 
signalne poti kot odgovor na zunanji stres (Menke in sod., 1999). 
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2.3 TRANSKRIPCIJSKI FAKTORJI 
Številne družine TF so udeležene v kompleksne regulacijske mreže obrambnih odgovorov. 
Transkripcijski faktorji imajo glavno vlogo v signalni transdukciji z aktivacijo in utišanjem 
tarčnih genov. Eni izmed najpomembnejših so transkripcijski faktorji, ki se odzivajo na 
etilen (ERF) in uravnavajo številne gene, povezane z obrambo in stresom ter s tem vplivajo 
na biološke procese v rastlinah, kot so metabolizem, rast in odgovor na okoljske dražljaje 
(Tian in sod., 2015). 
2.3.1   Transkripcijski faktorji, ki se odzivajo na etilen (ERF) 
Družina TF, ki se odzivajo na etilen (angl. ethylen response transcription factors, ERF) 
spada v naddružino AP2/ERF (APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTORS), ki je 
ena največjih družin TF v rastlinah. Ima pomembno vlogo pri uravnavanju različnih 
procesov razvoja rastlin, odgovoru na biotski ter abiotski stres in hormonskem 
signaliziranju.  
Za TF v naddružini AP2/ERF je značilno, da imajo vsaj eno domeno APETALA 2 (AP2), 
z ohranjeno sekvenco za vezavo DNA, s približno 60 aminokislinskimi ostanki. Na osnovi 
števila domen AP2, ki so prisotne v proteinski sekvenci, delimo naddružimo AP2/ERF v 
različne družine, npr. ERF z eno AP2), AP2 z dvojno tandemsko ponovitev AP2, RAV z 
AP2 in B3 domenama in DREB z eno domeno AP2. Na domeno AP2 se specifično vežejo 
različni cis-elementi, npr. škatla GCC z ohranjenim zaporedjem GCCGCC ali pa 
dehidracijski odzivni element DRE/CRT, ki vsebuje zaporedje CCGAC (Charfeddine in 
sod., 2015; Gu. in sod., 2002). Omenjena zaporedja so večinoma prisotna v promotorjih 
številnih obrambnih genov, kot so obrambni gen PDF 1.2, hitinazni gen ChiB, tioninski 
gen Thi2.1 ter genov PR1b in PR2, ki jih inducirata ET in JA (Gu in sod., 2002; Tian in 
sod., 2015).  
Eden od razlogov za vezavo različnih cis-elementov je, da se na ta način lahko vežejo na 
različne promotorje in tako sočasno uravnavajo različne odgovore. Mishra in sod. so leta 
2015 dokazali, da pri tobaku vezava AP2/ERF (PsAP2) iz maka na cis-elementa DRE/CRT 
in škatlo GCC zagotavlja toleranco na abiotski in biotski stres. To nakazuje, da sta pri 
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regulacijskih kaskadah lahko ključna medsebojni vpliv signalnih poti in različna afiniteta 
vezave ERF (Phukan in sod., 2017). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Z vezavo na promotorje tarčnih genov lahko TF delujejo kot transkripcijski aktivatorji ali 
represorji. Večina TF ERF je aktivatorjev, ki stimulirajo prepisovanje tarčnih genov. Npr. 
povečano izražanje ERF1 v navadnem repnjakovcu in Pti5 v paradižniku aktivira izražanje 
obrambnih genov. TF v družini ERF iz razreda II z  značilnim motivom EAR v C'-
terminalni regiji delujejo kot dominantni represorji (Tian in sod., 2015). 
Številni AP2/ERF so vključeni v signalne poti ET, ki so pomembne v razvojnih procesih in 
odgovorih na stres. Na uravnavanje z ERF poleg ET  vplivajo tudi drugi rastni regulatorji, 
kot so giberelinska kislina, SA, JA in brasinosteroidi (Phukan in sod., 2017). ERF1 je 
ključni element pri odzivu na različne nekrotrofne patogene. Poleg tega je odgovoren za 
aktivacijo transkripcije številnih obrambnih genov, ki se odzivajo na ET in JA (Mohorič, 
2013).  
Preglednica 1: Nabor transkripcijskih faktorjev naddružine AP2/ERF, ki z vezavo na različne cis -
elemente omogočajo številne razvojne odgovore in odgovore na stres (Phukan in sod., 2017) 
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TF družine ERF so odkrili pri številnih modelnih rastlinah, na primer pri navadnem 
repnjakovcu, rižu, tobaku in krompirju (Wu C. in sod., 2014). V družino ERF uvrščamo 
Pti4, Pti5 in Pti6, ki so transkripcijski aktivatorji genov, povezanih s patogenezo. Proteine 
so izolirali iz paradižnika, na podlagi interakcije s serin-treoninsko kinazo, ki jo kodira gen 
Pto. Ta gen zagotavlja odpornost proti bakteriji Pseudomonas syringae pv. tomato (avrPto) 
(Tian in sod., 2015). Gu in sod. (2002) so dokazali, da v razmerah in vitro kinaza Pto 
fosforilira Pti4, kar spodbudi vezavo Pti4 na škatlo GCC. Prav tako so odkrili, da Pti4/5/6 
sodelujejo pri izražanju genov PR, ki jih uravnavajo SA, ET in JA.  
StPti5 je TF, katerega izražanje je v krompirju uravnavano po okužbi z virusom PVY, 
vendar pa je raziskav v krompirju malo. Za Pti5 v paradižniku je značilno, da je 
transkripcijski aktivator, ki regulira izražanje genov PR osmotina in β-1,3-glukanaze. Veže 
se na ohranjeno zaporedje škatle GCC (Gu in sod., 2002). Izražanje Pti5 je bilo povečano v 
signalni poti Pto, kar nakazuje, da tudi StPti5 sodeluje pri obrambi rastlin. 
Wu C. in sod., 2014 so dokazali, da je povečano izražanje Pti5 v paradižniku po napadu uši 
Macrosiphum euphorbiae  omejilo povečevanje njihove populacije. 
2.3.2   Posttranslacijske modifikacije TF 
Posttranslacijske modifikacije proteinov (PTM) imajo glavno vlogo v signalnih 
transdukcijskih poteh, ki regulirajo prepisovanje genov, kot odgovor na različne hormone. 
Modifikacije predstavljajo tudi dodaten nivo regulacije transkripcijskih regulatorjev (Hill, 
2015). Poznamo več načinov PTM, na primer reverzibilno fosforilacijo, ubikvitinacijo, 
sumoilacijo, glikozilacijo idr. PTM so pomemben mehanizem, ki uravnava obrambne 
odgovore  v citoplazmi in tudi v jedru (Motion in sod., 2015).  
Prevladujoča PTM, ki uravnava delovanje proteinov je fosforilacija. Omogočajo jo kinaze, 
ki fosforilirajo substrat. V evkariontskih celicah lahko fosforilacija poteče le na stranskih 
verigah treh aminokislin, in sicer serina, treonina in tirozina. Te aminokisline imajo 
namreč nukleofilno –OH skupino, ki napade fosfatno skupino adenozin trifosfata (ATP) in 
ga prenese na stransko verigo aminokislin. Premik omogoča helacija magnezija (Mg2+). 
Signalna transdukcija omogoča celici, da hitro odgovori na znotraj- ali zunaj-celični signal 
(ThermoFisher Scientific, 2017).  
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Sekundarni prenašalci kot so ROS, SA, cAMP, NO lahko aktivirajo proteinske kinaze, kar 
vodi v kaskado reakcij fosforilacije in defosforilacije proteinov. Na koncu signalne poti 
signal doseže jedro in sproži izražanje genov, kar vodi v aktivacijo obrambne reakcije 
(Guček, 2013). Na primer kinaza ERM v peteršilju se aktivira ob prepoznavi efektorja, kar 
vodi do njenega transporta v jedro, kjer reagira s TF, ki sprožijo izražanje obrambnih 
genov (Zhang in sod., 1998).  
Transkripcijski faktorji imajo lahko več mest fosforilacije. Fosforilacija lahko vpliva na 
njihovo stabilnost, znotrajcelično lokalizacijo, strukturo, vezavo DNA in interakcije z 
drugimi represorji in aktivatorji (Sl. 2) (Filtz in sod., 2014 in Hill, 2015).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 2: Posledice fosforilacije proteinov (Filtz in sod., 2014). Vpliv na sekundarno strukturo TF, spremembo 
stabilnosti proteinov (poveča ali zmanjša degradacijo proteinov), na translokacijo proteina v jedro, spremeni 
afiniteto vezave na DNA regulatorne regije oz. modificira TF z drugimi PTM (acetilacijo, ubikvitinacijo, 
sumoilacijo, metilacijo).  
3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1   Rastlinski material 
Semena tobaka (Nicotiana benthamiana) (ID:409) smo posadili v lonček ter jih gojili v 
rastni komori s stalnimi razmerami: fotoperiodo 16 ur svetlobe ter 8 ur teme, temperaturo 
20 ± 2 °C in relativno zračno vlago 75 ± 2 %. Po 2 tednih, ko so bili mladi poganjki dovolj 
veliki, smo jih presadili vsakega v svoj lonček in jih vzgajali v rastni komori v enakih 
razmerah. Za poskus smo uporabili rastline stare 4 tedne.  
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Rastline okužene s PVY in prehodno transformirane rastline smo gojili v rastnih komorah 
za ločeno gojenje (Kambič) v enakih razmerah. Na ta način so bile ločene od ostalih 
rastlin, s čimer smo preprečili možne kontaminacije. 
3.1.2 Bakterijske kulture   
3.1.2.1 Bakterija Escherichia coli 
Pri poskusih kloniranja in transformacij smo uporabili kemijsko kompetentne celice E. coli 
One Shot® TOP10 (Invitrogen).  
3.1.2.2 Bakterija Agrobacterium tumefaciens 
Pri prehodnih transformacijah rastlin N. benthamiana, smo uporabili bakterijo A. 
tumefaciens, sev GV3101. Ta vsebuje umeten Ti plazmid, z geni vir, ki so potrebni za 
izrezovanje in prenos T-DNA iz binarnega vektorja; v genomu pa ima gen za odpornost 
proti rifampicinu. 
3.1.3 Plazmidi 
3.1.3.1 Vstopni plazmid pENTRTM/D-TOPO®  
 
Plazmidni vektor pENTR (Invitogen) smo uporabili kot vstopni vektor za rekombinacijsko 
kloniranje Gateway
®
 promotorjev Pti5 in PR1b. Vektor vsebuje tudi poliklonsko mesto, ki 
ga obdajata mesti attL1 in attL2, ki sta ključni za rekombinacijo. Za koloniranje naših dveh 
konstruktov v plazmid je potreben enoverižni 5'-konec CACC, ki je dodan insertoma. 
Velikost plazmida je 2580 bp. Za pozitivno selekcijo nosi zapis za odpornost proti 
kanamicinu.  
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Slika 3: Plazmidna karta vektorja pENTRTM/D-TOPO® (pENTR™ Directional TOPO® Cloning Kits, 
2012).  
 
3.1.3.2 Vstopni plazmid pCR™8/GW/TOPO® 
 
Lineariziran vstopni vektor pCR™8/GW/TOPO® smo uporabili za kompatibilno 
rekombinacijsko Gateway
® 
kloniranje gena Pti5 (Sl. 4). Vsebuje mesti attL1 in attL2 za 
hitro rekombinacijo v številne ciljne vektorje Gateway®. Topoizomeraza I je kovalentno 
vezana na vektor, ki vsebuje enojne štrleče konce 3'-deoksitimidina (T) za direktno ligacijo 
produktov PCR, pomnoženih s polimerazo Taq. Polimeraza Taq s transferazno aktivnostjo, 
za katero ne potrebuje matrice, doda deoksiadenozin (A) na 3'-konce produktov PCR.  
Vektor vsebuje tudi gen za odpornost proti spektinomicinu, ki omogoča selekcijo v E. coli 
(2017). 
 
Slika 4: Plazmidna karta pCR™8/GW/TOPO® (pCR™8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit User Guide, 2012). 
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3.1.3.3 Ciljni plazmid pKGWFS7 
 
Plazmid pKGWFS7 smo uporabili kot ciljni, reporterski vektor za študijo izražanja 
promotorja Pti5 in PR1b (Sl. 5). Primeren je predvsem za analize promotorjev in je 
kompatibilen binarni vektor Gateway
®
, za katerega je značilno, da se lahko podvojuje tako 
v E.coli kot v A. tumefaciens. Mejni zaporedji LB (angl. left border, LB) in RB (angl. right 
border, RB), sta odgovorni za prenos T-DNA, ki jo pri prehodni transformaciji posreduje 
A. tumefaciens. 
Prav tako je za plazmid značilno, da ne vsebuje promotorja, zato lahko s pomočjo 
rekombinacijskega kloniranja Gateway
®
 skloniramo katerikoli promotor med mesti za 
rekombinacijo attR1 in attR2 in spremljamo njegovo indukcijo. Pred samo rekombinacijo 
se med tema dvema mestoma nahaja gen ccdB, ki je letalen za večino sevov E.coli in 
predstavlja negativno selekcijo vektorjev. Vsebuje kar dva reporterska gena in sicer, ojačan 
gen za zelen fluorescenčni protein GFP (angl. enhanced green fluorescence protein), s 
katerim lahko spremljamo produkcijo heterolognih proteinov s pomočjo konfokalnega 
mikroskopa in gen gus, ki ga lahko uporabimo za histokemični test GUS (Tanaka in sod., 
2012). Gen za odpornost proti spektinomicinu predstavlja pozitivno selekcijo. Z njim lahko 
zagotovimo, da prekonočne kulture agrobakterij vsebujejo le plazmide, pri katerih je prišlo 
do uspešne rekombinacije (Earley in sod., 2006; Tanaka in sod., 2012).  
 
 
Slika 5: Plazmidna karta reporterskega vektorja pKGWFS7 
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3.1.3.4 Ciljni plazmid pGWB18 
 
Za izražanje TF Pti5 v fuziji z oznako myc smo uporabili ciljni plazmid pGWB18. Vektor 
vsebuje regulatorna elementa za izražanje vstavljenega gena, in sicer promotor 35S, 
konstitutivni promotor za rRNA 35S virusa mozaika cvetače CaMV-35S, ki je zelo aktiven 
v večini rastlinskih celic transgenih rastlin, in terminator T-NOS. Za promotorjem je 
oznaka myc. S pomočjo rekombinacijskega kloniranja Gateway® smo med mesti za 
rekombinacijo attR1 in attR2 sklonirali gen Pti5 in spremljali njegovo izražanje. Pred samo 
rekombinacijo se med tema dvema mestoma nahaja gen ccdB, ki je letalen za večino sevov 
E. coli in predstavlja negativno selekcijo vektorjev. Vsebuje tudi gen za odpornost proti 
kanamicinu. 
3.1.4 Bakterijska gojišča 
Med samim poskusom smo potrebovali različna gojišča, njihova sestava je opisana v 
preglednici 2.  
 
Preglednica 2: Sestava gojišč 
 
Gojišče Sestavine in proizvajalci Končna 
Koncentracija 
pH 
 
 
LB 
Kvasni ekstrakt (Bacto) 
NaCl (Merck) 
Tripton (Bacto) 
Agar (Bacto) 
 
 
5 g/l 
5 g/l 
10g/l 
8 g/l 
 
 
 
7.5 
 
 
 
YM 
Kvasni ekstrakt (Bacto) 
Manitol (Kemika) 
MgSO4 x 7H2O (Merck) 
K2HPO4 x 3H2O (Kemika) 
NaCl (Merck) 
Agar (Bacto) 
 
0,4 g/l 
10 g/l 
0,2 g/l 
0,5 g/l 
0,1 g/l 
8 g/l 
 
 
 
7.0 
 
 
MS30 
Murashige in Skoog medij 
z vitamini (Duchefa) 
Saharoza (Kemika) 
Agar (Bacto) 
 
5 g/l 
 
30g/l 
8g/l 
 
5.8 
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LB oz. YM gojiščem smo dodali kasneje tudi ustrezne antibiotike za selekcijo: 
 Kanamicin (50µg/ml) 
 Spectinomicin (75µg/ml) 
 Ampicilin (100µg/ml) 
 Rifampicin (10µg/ml) 
 
3.1.5 Kompleti reagentov 
 Komplet za kompatibilno rekombinacijsko kloniranje Gateway®: pENTR™ 
Directional TOPO
®
 Cloning Kit (Invitrogen) 
 Komplet za kompatibilno rekombinacijsko kloniranje Gateway®: 
pCR8
TM/GW/TOPO® TA Cloning Kit (Invitrogen) 
 Komplet za reakcijo PCR: Phusion® High-Fidelity PCR Kit (Biolabs) 
 Komplet za reakcijo PCR na osnovi kolonije: KAPA2GTM Robust HotStart Colony 
PCR (Kapa biosistems) 
 Komplet za izolacijo DNA iz agaroznega gela: Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega) 
 Komplet za izolacijo plazmidov: Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification 
System (Promega) 
 Komplet za izolacijo plazmidov iz agrobakterij: QIAprep Spin Miniprep Kit 
(Qiagen). 
 Kemijsko kompetentne celice bakterij E. coli One Shot® TOP10 (Invitrogen) 
 Elektrokompetentne celice bakterij A. tumefaciens GV3101 
 Komplet v naprej pripravljenih gelov za NaDS elektroforezo Mini-PROTEAN® 
Precast Gels (Biorad) 
3.1.6 Sestava raztopine za test GUS 
Preglednica 3: Sestava raztopine za histokemični β-glukuronidazni test 
 
Reagent Končna koncentracija Proizvajalci 
Fosfatni pufer  50 mM Merck 
Triton x-100 0,1 % Merck 
Kalijev heksacianidoferat (III) 0,5 mM Alfa Aesar 
Kalijev heksacianidoferat (II) 0,5 mM Alfa Aesar 
EDTA  10 mM Sigma 
X-Gluc 0,5 g/l Alfa Aesar 
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3.1.7 Sestava pufrov za prenos western 
Preglednica 4: Sestava ekstrakcijskega pufra 
 
Sestava Končna koncentracija Proizvajalci 
Glicerol 10 % Kemika 
Tris-HCl  25 mM Sigma 
NaCl 150 mM Merck 
EDTA 0,01 M Sigma 
Triton X-100 1 % Merck 
DTT 2 mM Sigma 
Proteazni inhibtorji 1 % Sigma 
 
Preglednica 5: Sestava 2x nanašalnega pufra 
 
Sestava Končna koncentracija Proizvajalci 
Tris-HCl 62.5 mM Sigma 
SDS 2 % Sigma 
Glicerol 25 % Kemika 
Bromfenol modro  0.01 % Sigma 
DTT 100  mM Sigma 
 
Preglednica 6: Sestava 10x pufra za elektroforezo NaDS 
 
Sestava Končna koncentracija  pH Proizvajalci 
Glicin 1,92 M  Merck 
Tris baza 250 mM 8,3 Sigma 
SDS 1 %  Sigma 
dH20 do 1 L  Milli-Q 
 
Preglednica 7: Sestava 10x pufra za prenos 
 
Sestava Končna koncentracija  pH Proizvajalci 
Glicin 192 mM  Merck 
Tris baza 25 mM 8,3 Sigma 
Metanol 20 %  Merck 
dH20 do 500 ml  Milli-Q 
 
Preglednica 8: Sestava 10x pufra za spiranje (TBS/tween) 
 
Sestava Končna koncentracija  pH Proizvajalci 
NaCl 500 mM  Merck 
Tris baza 20 mM 7,6 Sigma 
Tween 20 0,05 %  Sigma 
dH20 do 1 L  Milli-Q 
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3.1.8  Programska oprema 
 Program za poravnavo nukleotidnih zaporedij: Vector NTI verzija 9 – AlignX 
(Invitrogen) 
 Izračun molarnih razmerij za TOPO reakcijo: In-Fusion Molar Ratio Calculator 
http://bioinfo.clontech.com/infusion/molarRatio.do 
 Program za določitev začetnih oligonukleotidov: Snapgene 
http://www.snapgene.com/ 
 Določitev temperature prileganja začetnih oligonukleotidov: Oligoanalyzer 
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer 
 Program za slikanje agaroznih gelov: UVI Photo MW (Biosystematica) 
 Program za slikanje membran PVDF: Bio Spectrum® S10 Imaging System (UVP) 
 Program za delo s konfokalno lupo: Leica LAS X (Leica Microsystems) 
 
3.2 METODE  
3.2.1 Kloniranje z metodo Gateway (Invitrogen) 
Tehnologija kloniranja Gateway
® omogoča preprosto, hitrejše in učinkovito kloniranje 
določene tarčne sekvence oz. fragmenta DNA v številne ekspresijske vektorje. Osnovana 
je na mestno-specifičnem rekombinacijskem sistemu, ki ga uporablja bakteriofag λ za 
vključevanje svoje DNA v kromosom bakterije E.coli.  
Poteka v dveh stopnjah, in sicer najprej tarčno sekvenco oz. produkt s topim koncem 
vključimo v komercialno dostopni vstopni vektor (angl. entry vector), ki se v naslednji 
reakciji LR rekombinira v ciljni vektor (angl. destination vector). Encim LR Clonase II 
katalizira rekombinacijo med vstopnim klonom, ki leži med mestoma attL1 in attL2 ter 
fragmentom na ciljnem vektorjem, ki ga obdajata rekombinacijski mesti attR1 in attR2. 
Ciljni vektor lahko enostavno transformiramo v bakterijo A. tumefaciens in z 
agroinfiltracijo izrazimo željen gen v rastlinah.  
 Tehnologija kloniranja Gateway
® 
ima številne prednosti, in sicer ni potrebna uporaba ligaz 
in restriktaz, ki ju uporabljajo pri klasičnem kloniranju, kjer lahko pride do tega, da se 
izreže željen gen. Prav tako omogoča kloniranje insertov večjih od 5 kb. Primerna je za 
analize specifičnosti promotorja, lokalizacijske študije proteinov, študije interakcij med 
različnimi proteini, študije izražanja konstitutivnih in inducibilnih promotorjev, utišanja 
genov z RNA interferenco idr. (Early in sod., 2006). 
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Slika 6: Shematski potek kloniranja promotorja Pti5 in PR1b z metodo Gateway 
 
V naših poskusih smo z metodo rekombinacijskega kloniranja Gateway®, sklonirali 
promotorja Pti5 in PR1b v vstopni vektor pENTR
TM
/D-TOPO
®
, ki smo ga kasneje 
subklonirali v ciljni vektor pKGWFS7, katerega smo potrebovali za β-glukuronidazni test 
(Sl. 6). Gen Pti5 smo z enako metodo sklonirali v vstopni vektor pCR8/GW/TOPO in ga 
kasneje subklonirali v ciljni vektor pGWB18 za prenos western (Pregl. 9). 
Preglednica 9: Pregled konstruktov, vstopnih in ciljnih vektorjev uporabljenih v poskusih 
 
Konstrukt Vstopni vektor Ciljni vektor Uporaba 
konstrukta 
promotor Pti5 pENTR
TM
/D-TOPO® pKGWFS7 GUS test 
promotor PR1b pENTR
TM
/D-TOPO® pKGWFS7 GUS test 
Gen Pti5 pCR8/GW/TOPO pGWB18 Prenos western 
  
3.2.1.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
 
S pomočjo programa Snap gene, smo na podlagi znanih nukleotidnih zaporedij 
promotorjev, gena Pti5 in plazmidov, načrtovali začetne oligonukleotide. Nato pa smo s 
programom Oligoanalyzer preverili temperaturo prileganja. Želeli smo, da je Tm obeh 
začetnih oligonukleotidov uporabljenih v reakciji PCR, čim bolj podobna in se razlikuje za 
največ 1 °C. 
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Za pomnoževanje promotorja Pti5, smo uporabili začetna oligonukleotida A in B. 
Začetnemu oligonukleotidu A, ki je komplementaren 5'-koncu promotorja, smo dodali na 
začetek sekvenco CACC, ki je komplementarna vstopnemu plazmidu pENTRTM/D-
TOPO
®
. Za pomnoževanje promotorja PR1b iz vektorja pJET, smo dobili začetne 
oligonukleotide na Nacionalnem inštitutu za biologijo. Vsi začetni oligonukleotidi imajo 
na 5'-koncu pred začetkom sekvenco CACC. Začetni oligonukleotidi na 3'-koncu pa so 
pred začetnim kodonom gena PR1b. Za pomnoževanje gena Pti5 smo uporabili začetna 
oligonukleotida Pti5_F in Pti5_pENTR_Y2H_R (Pregl. 10).    
Pri sekvenciranju smo za natančno določanje nukleotidnega zaporedja inserta v vstopnem 
vektorju potrebovali še dodatne začetne oligonukleotide, in sicer: M13F, M13R, GW1F in 
GW1R (Pregl. 10).  
Da imamo pravilen insert v ustreznem ciljnem vektorju smo potrdili z začetnimi 
nukleotidi: pKGWFS7/Kan_F  in YFP/CFP/GFP_R ter pGWB18_F in pGWB18_R.              
Preglednica 10: Začetni oligonukleotidi   
 
Oznaka začetnega 
oligonukleotida           
Nukleotidno zaporedje Tm (°C) 
A=Pti5Prom_GW_F                 5’-CACCGGTTCATCACGACGATTTCAC-3’                             62 °C 
B=PtiProm_YFP_R              5’-
AGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATAGCTATAATTAGAAGGGATT
TTGGTTAATT-3’ 
62,4 °C 
PR1b_F_CACC         5’-CACCAAAATAGAAGTCAAGAAAAAACTCTCCAATTAC-3’ 64,35 °C 
PR1b_5.3_5.5_R_TC    5’-TTTGCTTTAGGTTTAGTGGAGAGAAAATAAAT-3’     64,84 °C 
PR1b_5.4_R_AT       5’-TTTGCTTTAGGTCTAGTGGAATGAAAATAAAT-3’      64,84 °C 
PR1b_6.3_R_TT        5’-TTTGCTTTAGGTCTAGTGGAAAGAAAATAAAT -3’     64,84 °C 
Pti5_F                    5’-ATGGTTCCAACTCCTCAAAGT-3’     60 °C 
Pti5_pENTR_Y2H_R        5’-TTAGAGCACCAAGAAATTCTCCAT-3’     60 °C 
pKGWFS7/Kan_F   5’-GCTGAGTGGCTCCTTCAACGTTGC-3’     63,1 °C 
YFP/CFP/GFP_R 5’-CGTTTACGTCGCCGTCCAGC-3’ 61,2 °C 
M13 F 5' GTAAAACGACGGCCAGT-3' 60 °C 
M13 R 5' CAGGAAACAGCTATGACC-3' 57 °C 
GW1F 5´-GTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC-3´  
GW1R 5´-GTTGCAACAAATTGATGAGCAATTA-3´  
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3.2.1.2 Verižna reakcija s polimerazo 
 
S pomočjo kompleta Phusion® High-Fidelity PCR (Biolabs), smo s PCR pomnožili 
nukleotidna zaporedja promotorja Pti5 in PR1b ter gena Pti5 v ločenih poskusih.  
Najprej smo pripravili ustrezno reakcijsko mešanico (Pregl. 11). Za pomnoževanje vseh 
zaporedij smo uporabili Phusion DNA polimerazo, ki ima lastnost kontrolnega branja, s 
katerim poveča svojo natančnost in zmanjša število mutacij. S 5´→ 3´polimerazno 
aktivnostjo in 3´→ 5´ eksonukleazno aktivnostjo omogoča nastanek produktov PCR s 
topim koncem. Za vsako zaporedje smo potrebovali različna začetna oligonukleotida 
(Pregl. 10). Nato smo 49 μl reakcijske mešanice dodali 1 μl matrične DNA, ki smo jo 
ustrezno redčili. Kot kontrolo smo uporabili reakcijsko mešanico brez matrične DNA. 
Kot matrično DNA smo uporabili 1 μl ustreznega plazmida. Za gen Pti5 smo uporabili 
matrično DNA: pJET_Pti5 (100 ng/µl). Za promotor Pti5 smo uporabili 
pENTR_Pti:Pro:Pti_YFP (100 ng/µl). Za promotor PR1b pa matrično DNA iz različnih 
genotipov krompirja pJET_PR1b_Rywal 5.3, 5.4, 5.5 (230 ng/µl) in pJET_PR1b_Desiree 
6.3 (230 ng/µl). Reakcijsko mešanico smo inkubirali v aparaturi PCR GeneAmp® PCR 
System 9700 (Applied Biosystems). Nastavitve programa PCR so prikazane v preglednici 
12. Paziti smo morali pri temperaturi prileganja, ki smo jo prilagodili temperaturi začetnih 
oligonukleotidov in času podaljševanja, ki je odvisen od dolžine našega zaporedja (1 
min/kb).  
Preglednica 11: Reakcijska mešanica za pomnoževanje promotorja Pti5 
 
Reagent Založna 
koncentracija 
Končna 
koncentracija 
μl na reakcijo 
Voda   32,5 
5x Phusion HF pufer 5x 1x 10 
dNTP mešanica 10mM 1mM 1 
5' PCR začetni 
oligonukleotid 
10 μM 500nM 2,5 
3' PCR začetni 
oligonukelotid 
10 μM 500nM 2,5 
Phusion DNA 
polimeraza 
2 U/μl 1 U/μl 0,5 
Matrična DNA 100 ng/μl 10 ali 1 ng/μl 1 
Končni volumen   50 
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Preglednica 12: Program reakcije PCR za pomnoževanje promotorja Pti5  
 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 98 °C 3min 1 
Denaturacija 98 °C 10s  
Prileganje 62 °C 30s 25 
Podaljševanje 72 °C 90s  
Končno podaljševanje 72 °C 5min 1 
 4 °C ∞  
 
3.2.1.3 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Uspešnost pomnoževanja produktov PCR smo preverili na agarozni gelski elektroforezi. 
Pripravili smo si 1-odstotni agarozni gel, tako da smo najprej zatehtali agarozo (Sigma), ji 
dodali 1x TAE (Tris-acetat EDTA) pufer (Milipore) in jo segrevali v mikrovalovni pečici. 
Vmes smo raztopino večkrat premešali. Ko se je raztopina nekoliko ohladila, smo ji dodali 
etidijev bromid (Sigma, c = 1 μl/20 ml raztopine agaroze) in premešali. Raztopino smo zlili 
v ustrezno velik nosilec z glavničkom. Po 30 min, ko se je gel strdil smo ga prenesli v 
elektroforezno kadičko in dodali toliko 1× pufra TAE, da je bil popolnoma potopljen. 
Vsakemu vzorcu (25 μl) smo dodali 15 μl nanašalnega pufra (Loading Dye, Fermentas), in 
jih nanesli na gel. V prvo jamico na gelu smo nanesli 5 μl standarda Mass Ruler™ DNA 
Ladder Mix (Fermentas), v ostale pa vzorce z nanašalnim pufrom. 
Elektroforeza je tekla eno uro pri napetosti 100 V. Po končani elektroforezi smo gel 
osvetlili pod svetlobo UV na transiluminatorju (UViPRO) in slikali s programom UVI 
Photo MW (Biosystematica). Glede na velikostno lestvico smo določili velikost 
fragmentov na sliki. Prav tako smo si lahko ocenili količino DNA v vzorcih. 
V primeru uporabe kompleta reagentov za izolacijo DNA iz agaroznega gela, smo 
pripravili modificiran gel in uporabili modificiran 1× pufer TAE (Millipore). 
 
3.2.1.4 Očiščenje DNA in meritev koncentracije 
 
Produkte dobljene z reakcijo PCR, smo nanesli na modificiran gel in ločili fragmente po 
velikosti. Pri reakciji PCR se lahko zgodi, da pride tudi do nespecifičnega pomnoževanja 
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in dobimo neželene produkte, zato smo gel pogledali pod UV na transluminatorju 
(Invitrogen). Gel smo osvetlili le za kratek čas, ker bi ob daljšem osvetljevanju z UV lahko 
prišlo do nastanka mutacij. S skalpelom smo izrezali dele gela, kjer so bili produkti DNA 
pravih velikosti, in jih prenesli v epice. 
DNA smo očistili s pomočjo kita Wizard® SV Gel and PRC Clean-Up System (Promega) 
in sledili navodilom proizvajalca. Koncentracijo in čistost DNA smo izmerili z 
nanodropom. Pred merjenjem smo napravo umerili z enakim volumnom vode brez nukleaz 
(Ambion). Nato smo nanesli po 1µl vzorca očiščene DNA in izmerili koncentracijo. 
 
3.2.1.5 Kloniranje konstruktov v vstopna vektorja pENTRTM/D-TOPO® in 
pCR8/GW/TOPO  
 
Očiščene produkte PCR smo klonirali v ustrezne vstopne vektorje. Promotorja Pti5 in 
PR1b smo klonirali v pENTR
TM
/D-TOPO® po navodilih proizvajalca TOPO® Cloning 
Procedure for Experienced Users (Invitrogen). 
Gen Pti5 smo klonirali v plazmid pCR8/GW/TOPO. Reakcijo smo izvedli s pomočjo 
kompleta reagentov pCR™8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit, (Invitrogen), po navodilih 
proizvajalca. 
Za izračun volumna produkta PCR, ki smo ga dodali v reakcijsko mešanico, smo uporabili 
program In-Fusion Molar Ratio Calculator. Molarno razmerje med insertom in vektorjem, 
ki se je pri vseh reakcijah izkazalo za najbolj uspešno je bilo 2:1.  
V preglednici 13, je prikazana vsebina reakcijskih mešanic za posamezne TOPO reakcije. 
Vse reagente smo odpipetirali v epico in inkubirali 20 min pri sobni temperaturi. 
 
Preglednica 13: Reakcijske mešanice za TOPO reakcije kloniranja ter velikosti konstruktov in vektorjev 
Konstrukt Velikost 
konstrukta 
Velikost 
vektorja 
Produkt 
PCR 
TOPO 
vektor 
Voda Raztopina 
soli 
Promotor 
Pti5 
1000 bp 2580 bp 1µl 1 µl 3 µl 1 µl 
Promotor 
PR1b 
1500 bp 2580 bp 0,5µl 1µl 3,5µl 1µl 
Pti5 555 bp 2817 bp 1µl (20x 
redčen) 
1µl 3µl 1µl 
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3.2.1.6 Transformacija v E.coli ONE SHOT® TOP 10 
 
Za transformacijo smo uporabili kemijsko kompetentne celice E. coli One Shot® TOP 10, 
ki smo jih dobili že pripravljene na NIB-u. Najprej smo odtaljenim celicam dodali 2 µl 
TOPO reakcijske mešanice in reakcijsko zmes 30 min inkubirali na ledu. Nato smo celice 
izpostavili toplotnemu šoku za 30 sekund, tako da smo dali epice v vodno kopel, pri 42 °C 
in jih zatem takoj prestavili na led. Dodali smo jim 250 μl gojišča S.O.C., ki je bil segret na 
sobno temperaturo in epice inkubirali pri 37 °C s stresanjem pri 250 vnm (vrtljajih na 
minuto). Po eni uri je sledil razmaz na plošče z gojiščem LB in ustreznim antibiotikom. 
Transformirane bakterijske celice s plazmidnim vektorjem pENTR/D-TOPO® (Invitrogen) 
in želenim insertom smo razmazali na plošče LB s kanamicinom (50 μg/ml), 
transformirane bakterijske celice s plazmidnim vektorjem pCR™8/GW/TOPO® in 
želenim insertom pa na plošče LB s spektinomicinom (75 μg/ml) po 50 oz. 200 µl na 
ploščo. Plošče smo dali v inkubator na 37 °C in pustili, da bakterije zrastejo čez noč. 
3.2.1.7 PCR na osnovi bakterijskih kolonij 
 
S PCR na osnovi kolonije (angl. colony PCR) smo preverili, če transformirane bakterijske 
kolonije, ki so zrastle na ploščah, vsebujejo plazmid z želenim konstruktom. Izbrali smo si 
nekaj kolonij za vsak konstrukt.  
Sestava reakcijske mešanice je prikazana v preglednici 14. Za konstrukte, ki smo jih 
klonirali v vektor pENTR/D-TOPO®, smo uporabili začetna oligonukleotida M13F in 
M13R (Kapa biosistems), ki sta komplementarna koncema plazmida pENTR, med 
katerima je bil naš konstrukt in omogočata pomnoževanje inserta. Pri pomnoževanju sta 
začetna oligonukleotida dodala konstruktu približno 300 bp (približno 150 bp pred 
začetkom in za koncem gena). Za konstrukt Pti5 pa smo uporabili kar enaka začetna 
oligonukleotida kot pri PCR, in sicer Pti5_F in Pti5_pENTR_Y2H_R (Pregl. 10). Pri vseh 
reakcijah smo uporabili enako polimerazo KAPA2G (Kapa biosistems). Kot matrično 
DNA smo uporabili 1 µl resuspendirane bakterijske kolonije v 50 µl vode. Za negativno 
kontrolo nismo dodali matrične DNA, ampak smo odpipetirali le 9 µl reakcijske mešanice. 
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V preglednici 15 je prikazan program, ki smo ga nastavili za PCR na osnovi bakterijske 
kolonije. Spreminjali smo le temperaturo prileganja glede na temperaturo uporabljenih 
začetnih oligonukleotidov in čas podaljševanja glede na dolžino našega konstrukta. 
Preglednica 14: Sestava reakcijske mešanice za PCR na osnovi bakterijske kolonije 
 
Reagent  Založna koncentracija Končna koncentracija μl na reakcijo  
Voda   4,54 
Pufer B 5x 1x 2 
dNTP mešanica vsak 2,5 mM vsak 0,25 mM 1 
5' PCR začetni 
oligonukleotid 
10 μM  700 Nm 0,7 
3' PCR začetni 
oligonukleotid 
10 μM  700 Nm 0,7 
Polimeraza KAPA2G 5 U/μl 0,3 U 0,06 
Matrična DNA   1 
Končni volumen   10 
 
 
Preglednica 15: Program za PCR na osnovi bakterijske kolonije  
 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 °C 10min 1 
Denaturacija 95 °C 30s  
Prileganje 55 °C 30s 30 
Podaljševanje 72 °C 2 min  
Končno podaljševanje 72 °C 5min 1 
 4 °C ∞  
 
3.2.1.8 Priprava prekonočnih in trajnih kultur 
 
Za pripravo prekonočnih kultur smo potrebovali centrifugirke s 5 ml tekočega gojišča LB 
in z ustreznim antibiotikom. V njih smo nacepili bakterijske kolonije, za katere smo s PCR 
na osnovi bakterijske kolonije potrdili, da vsebujejo želen konstrukt. Centrifugirke smo 
stresali čez noč pri 37 °C in 250 vnm. 
Po 16 h smo iz prekonočnih kultur iziolirali plazmide in pripravili trajne kulture. Trajne 
kulture smo pripravili tako, da smo 800 μl prekonočne bakterijske kulture dodali 200 μl 
sterilnega 80 % glicerola, premešali na vibracijskem mešalniku in epice zamrznili v 
tekočem dušiku. Shranili smo jih v skrinjo pri -80 °C.  
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3.2.1.9 Izolacija plazmidov 
 
Plazmidno DNA smo izolirali iz prekonočne kulture po navodilih kompleta Plasmid 
isolation GenElut TM Plasmin Mini prep Kit (Sigma). Po koncu izolacije smo izmerili tudi 
koncentracijo in čistost plazmidne DNA na nanodropu (NanoDrop Technologies). Vzorce 
smo shranili v skrinjo pri -20 °C. 
3.2.1.10 Sekvenciranje 
 
S sekvenciranjem smo želeli natančno določiti nukleotidno zaporedje promotorjev Pti5, 
PR1b in gena Pti5 ter preveriti, če smo v vstopne plazmide sklonirali pravilen insert, ki ne 
vsebuje mutacij. 
Vzorce smo pripravili tako, da smo dodali 5 μl 5 μM začetnega oligonukleotida in 5 μl 
plazmida. Plazmidno DNA smo morali redčiti, saj je morala biti končna koncentracija 80-
100 ng/μl. Vsak vzorec smo sekvencirali s 5' in 3' začetnim oligonukleotidom. Izbrana 
začetna oligonuklotida smo izbrali na podlagi konstrukta, ki smo ga sekvencirali. Vzorce s 
promotorjem Pti5 v vstopnem vektorju pENTR smo sekvencirali z začetnim 
oligonukleotidoma M13R oz. M13F. Vzorce v vstopnem vektorju pCR8 pa smo 
sekvencirali z začetnima oligonukleotidoma GW1F oz. GW1R (Pregl. 10). Sekvenciranje 
je opravilo podjetje GATC Biotech.  
S programom VectorNTI 9 Suite – Align X smo poravnali sekvencirana nukleotidna 
zaporedja z že znanimi nukleotidnimi zaporedji promotorjev oz. genov. Rezultati poravnav 
so prikazani v prilogi 1. 
3.2.1.11 Kloniranje konstruktov v ciljna vektorja pKGWFS7 in pGWB18 
 
V reakciji LR encim LR Clonase™ II omogoča prenos želenega gena oz. promotorja iz 
vstopnega vektorja, v katerikoli ciljni vektor Gateway
®
, v katerem se ustvari ekspresijski 
klon.  
Pripravili smo tri reakcije LR, in sicer smo prenesli promotorja Pti5 in PR1b iz vstopnega 
plazmida pENTR v ciljni vektor pKGWFS7 ter gen Pti5 iz plazmida pCR8 v ciljni vektor 
pGWB18. Reakcije smo izvedli po navodilih proizvajalca kompleta, pENTR™ Directional 
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TOPO
®
 Cloning Kits (Invitrogen) in jih inkubirali čez noč, saj sta ciljna plazmida večja od 
10 kbp.V preglednici 16 so navedena razmerja vstopnega proti ciljnemu vektorju, ki smo 
jih uporabili v reakcijah. 
 
Preglednica 16: LR-reakcije 
 
 LR-reakcija 1 LR-reakcija 2 LR-reakcija 3 
Vstopni vektor pENTR_Pti5prom  pENTR_PR1b pCR8_Pti5 
Ciljni vektor pKGWFS7 pKGWFS7 pGWB18 
Razmerje vstopni:ciljni 
vektor 
1:1, 4:1 1:1, 2:1 2:1 
 
 
Ciljni vektor z vstavljenim želenim konstruktom smo transformirali v bakterije E. coli, 
tako da smo 2 µl reakcijske mešanice LR dodali 50 µl kemijsko kompetentnim celicam E. 
coli One Shot® TOP10. Sledil je enak protokol kot je opisan v točki 4.1.6. Na plošče LB s 
spektinomicinom (c = 75 μg/ml) oz. kanamicinom (c = 50 μg/ml) smo razmazali po 20, 
100 in 200 µl bakterijske mešanice in jih dali v inkubator pri 37 °C. 
Naslednji dan smo s PCR na osnovi bakterijskih kolonij preverili, če bakterije vsebujejo 
ustrezen konstrukt, kot je opisano v točki 4.1.7. Začetna oligonukleotida, ki smo jih 
uporabili za pomnoževanje konstrukta iz ciljnega plazmida pKGWFS7 sta pKGWFS7 
_Kan_F in Flu_prot_R, iz ciljnega plazmida pGWB18 pa pGWB18_F in pGWB18_R 
(Pregl. 10). Uspešnost PCR na osnovi kolonije smo preverili na gelu. Nato smo iz 
bakterijskih kolonij, za katere smo potrdili, da vsebujejo želen konstrukt, izolirali plazmide 
in izmerili njihovo koncentracijo in čistost na nanodropu. 
3.2.1.12 Transformacija elektrokompetentnih bakterij Agrobacterium tumefaciens 
 
Že pripravljene bakterije A. tumefaciens, sev GV3101, smo transformirali z 
elektroporacijo. Bakterijske celice smo odtalili in jih imeli ves čas na ledu. Najprej smo 50 
µl celic dodali 1 µl plazmidne DNA. Vsebino smo odpipetirali v ohlajeno kiveto 
(Eppendorf) in jo postavili v elektroporator. Elektroporirali smo pri 2,0 kV, 200 Ω in 25 
µF. Takoj po elektroporaciji smo dodali 1 ml tekočega gojišča YM, ki smo ga predhodno 
segreli na sobno temperaturo. Nato smo celotno vsebino prenesli v 15 ml centrifugirko 
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(Corning) in jo stresali 3 ure pri 30 °C in 225 vnm. Transformirane celice A. tumefaciens 
smo razmazali na plošče YM z ustreznima selekcijskima antibiotikoma rifampicin (15 
μg/ml) in spektinomicin (75 μg/ml) oz. kanamicin (50 μg/ml) in plošče inkubirali 48–56 h 
v inkubatorju pri 30 °C. Na plošče smo razmazali majhne volumne transformiranih 
bakterijskih celic, in sicer 2 µl, 10 µl in 100 µl. 
3.2.1.13 Potrditev transformant agrobakterij 
 
S PCR iz bakterijskih kolonij smo preverili, ali izbrane agrobakterije vsebujejo naš 
konstrukt. Kolonijo smo resuspendirali v 20 μl vode, ji dodali 4 μl 1 M NaOH in raztopino 
5 minut inkubirali pri 37 °C. Po centrifugiranju smo kot matrično DNA za reakcijo PCR 
uporabili 2 μl supernatanta. Uspešnost PCR smo preverili na gelu in iz bakterij, ki so 
vsebovale naš konstrukt, pripravili prekonočne kulture. Naslednji dan smo iz njih pripravili 
trajne kulture. 
Preglednica 17: Reakcijska mešanica za reakcijo PCR iz kolonije agrobakterij 
 
Reagent Založna koncentracija Končna koncentracija μl na reakcijo 
Voda   3,54 
Pufer B 5x 1x 2 
dNTP mešanica vsak 10 mM vsak 1 mM 1 
5' pGWB18_F 10 μM  700 nM 0,7 
3' pGWB18_R 10 μM  700 nM 0,7 
Polimeraza KAPA2G 5 U/μl 0,3 U 0,06 
Matrična DNA   2 
Končni volumen   10 
 
Preglednica 18: Program za PCR na osnovi bakterijske kolonije za pomnoževanje gena Pti5 iz agrobakterij 
 
3.2.1.14 Izolacija plazmidov iz agrobakterij 
 
Ker je bil PCR na osnovi bakterijske kolonije za potrditev konstruktov PR1b in Pti5 
težaven, je dodatna možnost izolacija plazmidov iz agrobakterij in ponoven PCR na osnovi 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 °C 10min 1 
Denaturacija 95 °C 30s  
Prileganje 57 °C 30s 30 
Podaljševanje 72 °C 2 min  
Končno podaljševanje 72 °C 5min 1 
 4 °C ∞  
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bakterijske kolonije. Pripravili smo prekonočne kulture in naslednji dan izolirali plazmide 
pKGWFS7_PR1b in pKGWFS7_ Pti5prom po navodilih kita QIAprep Spin Miniprep Kit 
(Qiagen). Izmerili smo tudi koncentracijo in čistost plazmidne DNA.  
Nato smo naredili ponoven PCR na osnovi bakterijske kolonije, le da smo kot matrično 
DNA smo uporabili 1µl plazmidne DNA in ji dodali 9 µl reakcijske mešanice. Uporabila 
sem začetna oligonukleotida pKGWFS7_Kan_F in YFP/CFP/GFP_R. Za negativni 
kontroli smo uporabili 9 µl reakcijske mešanice brez plazmidne DNA. Uporabili smo enak 
program kot je v preglednici 16, le da smo spremenili temperaturo prileganja začetnih 
oligonukleotidov pri 62 °C. 
3.3 OBDELAVA RASTLIN 
3.3.1 Okuževanje rastlin z virusom PVY 
Na rastlinah tobaka N. benthamiana smo označili peclje spodnjih treh listov, ki smo jih 
kasneje inokulirali z rastlinskim materialom krompirja sorte PentlandNTN, okuženim s 
PVY. Na enak način smo pripravili kontrole z neokuženim rastlinskim materialom 
krompirja sorte Pentland. Pred začetkom inokulacije smo pripravili inokulum, ki vsebuje 
rastlinski material krompirja (okužen oz. neokužen) in 0,02 M fosfatni pufer v razmerju 
(1:5). Za 50 ml 0,02 M fosfatnega pufra potrebujemo: 0,65 ml NaH2PO4*2H2O (Merck), 
4,35 ml Na2HPO4 (Merck) in 1g polivinilpirolidona (PVP, Sigma). 
S skalpelom smo odrezali korenine okuženim oz. neokuženim rastlinicam krompirja, 
preostali del stehtali in dali v vrečko (Bioreba). Dodali smo ustrezno količino fosfatnega 
pufra in material homogenizirali.  
Inokulacija je potekala tako, da smo na označene spodnje tri liste potresli karborund. Nato 
smo s Pasterjevo pipeto kapnili na vsak list po 2-3 kapljice homogeniziranega inokuluma 
in ga razmazali po listu. Po 15 min smo liste sprali z destilirano vodo. Pri tem smo morali 
zaščititi zgornje liste rastlin. Označena pladnja s kontrolnimi in okuženimi rastlinami z 
virusom PVY smo dali v rastne komore za ločeno gojenje. Po osmih dneh je sledila 
prehodna transformacija rastlin. 
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3.3.2 OBDELAVA S HORMONI IN INHIBITORJI 
3.3.2.1 Obdelava s kinaznim inhibitorjem K252a 
 
Liofiliziranemu kinaznemu inhibitorju K252a (Sigma) smo mu dodali 100µl DMSO 
(Agilent). 10 µl inhibitorja K252a (c= 1 µM) smo razmazali na vsako ploščo MS30. En 
dan po agroinfiltraciji smo odtrgali okužen in neokužen agroinfiltriran list N. benthamiana 
s konstrukti 35Sprom:Pti5_YFP in H2B_RFP ter jih položili na MS30 plošče s spodnjo 
stranjo navzgor. Na prvo ploščo smo dali okužen list s PVY, na drugo ploščo pa list 
inokuliran z zdravim materialom krompirja, ki je služil kot negativna kontrola. Plošče smo 
odnesli v rastno komoro za ločeno gojenje. Naslednji dan smo opazovali liste pod 
konfokalno lupo. 
 
Pri študiji aktivnosti promotorja Pti5, v primerjavi z reporterskim promotorjem PR1b s 
testom GUS, smo obdelali rastline z različnimi hormoni in inhibitorji: z analogom SA 
INA, prekurzorjem ET ACC, z inhibitorjem JA DIECA  in z inhibitorjem ET 1-MCP. 
3.3.2.2 Obdelava z INA   
 
Pripravili smo 300 µM raztopino INA (2,6-dichloropyridine-4-carboxylic acid, Sigma-
Aldrich, M=192 g/mol), takoda smo 14,4 mg INA raztopili v 250 ml 1 % etanola. 
Agroinfiltrirane liste smo po celotni površini poškropili s pripravljeno raztopino INA. 
Kontrolne liste smo poškropili z 1 % etanolom. Rastline smo nato postavili ločeno v dve 
komori iz pleksistekla, ju ustrezno označili in tesno zaprli z vijaki. Po 24 h inkubacije smo 
rastline vzeli iz komore in izrezali po 2 diska s premerom 1 cm iz vsakega 
agroinfiltriranega in obdelanega lista za test GUS. 
3.3.2.3 Obdelava s prekurzorjem etilena, ACC 
Pripravili smo 1 mM ACC (aminociklopropankarboksilna kislina, Sigma-Aldrich). Tako 
da smo raztopili 25,3 mg ACC v 250 ml vode. Rastline smo postavili v komoro iz 
pleksistekla in poškropili agroinfiltrirane liste z 1 mM ACC. Nato smo komoro hitro in 
tesno zaprli. Kontrolne liste smo poškropili z 0,1 % Tween 20. Rastline smo po 24 h 
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inkubacije vzorčili. Iz vsakega agroinfiltriranega in obdelanega lista smo izrezali po 2 
diska s premerom 1cm.  
3.3.2.4 Obdelava z DIECA 
Najprej smo pripravili 0,1 mM raztopino DIECA (natrijev dietilditiokarbamat trihidrat, 
Sigma), tako da smo raztopili 0,011g DIECA v 50 ml 0,1 % Tween 20. Rastline smo 
postavili v komoro iz pleksistekla in jih najprej obdelali z DIECA. Po 2 h inkubacije smo 
agroinfiltrirane liste obdelai z INA oz. ACC (odvisno od poskusa) in ponovno z DIECA. 
Kontrolne liste smo obdelali z 0,1 % Tween 20. Komoro iz pleksistekla smo postavili v 
rastno komoro za ločeno gojenje za 24 h in rastline naslednji dan vzorčili. 
3.3.2.5 Obdelava z 1-MCP 
Zatehtali smo 80 mg 1-MCP (1-metilciklopropen, Agrofresh) v stekleno posodico (Frutek), 
dodali smo 3 ml vode segrete na 55 °C brez nukleaz (Qiagen) in jo hitro zaprli s 
pokrovom. Po 5 min mešanju, ko se je vsebina popolnoma raztopila, smo posodico prenesli 
v komoro iz pleksistekla z rastlinami jo odprli in komoro hitro zaprli s pokrovom. Po 2 h 
inkubacije smo komoro odprli, liste poškropili s 300 µM INA oz. ACC (odvisno od 
poskusa) ter nato rastline ponovno obdelali z 1-MCP. Komoro iz pleksistekla smo postavili 
v rastno komoro za ločeno gojenje za 24 h in rastline naslednji dan vzorčili. 
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3.4 PREHODNA TRANSFORMACIJA RASTLIN 
Prehodno izražanje genov s pomočjo agrobakterij, omogoča preprosto in hitro metodo za 
spremljanje izražanja in analizo funkcije transgenov v infiltriranih tkivih že nekaj dni po 
okužbi. Prenesena DNA (T-DNA) oz. želen konstrukt se vključi v jedra rastlinskih celic. 
Molekule DNA lahko ostanejo transkripcijsko kompetentne kar nekaj dni (Jones in Dangl, 
2009). Za prenos so odgovorni geni vir na plazmidu Ti. Geni vir kodirajo proteine, ki so 
potrebni za izrezovanje T-DNA iz binarnega vektorja, tvorbo kanalov v bakterijskih stenah 
skozi katere T-DNA potuje v rastlino ter tvorbo proteinov, ki usmerijo T-DNA v jedro in 
jo zaščitijo pred razgradnjo. Z metodo rekombinacije DNA so iz Ti plazmida odstranili 
gene, ki povzročajo tumorje v rastlini (Karcher, 2002). Prehodno izražanje genov v 
rastlinah uporabljamo za študije funkcionalno genomike, lokalizacije proteinov, testiranje 
delovanja promotorjev idr. (Jones in Dangl, 2009). 
Z metodo agroinfiltracije smo infiltrirali agrobakterije z različnimi konstrukti v liste 
rastlin N. benthamiana in spremljali prehodno izražanje transgenov četrti dan po 
agroinfiltraciji (Pregl. 19). Na Nacionalnem inštitutu za biologijo so predhodno že 
pripravili konstrukta s konstitutivnim promotorjem 35Sprom:Pti5_YFP in nativnim 
Pti5prom:Pti5_YFP. Za označevanje jedra smo uporabili že pripravljeno trajno kulturo 
agrobakterij z vstavljenim genom H2B za rdeči fluorescenčni protein RFP (angl. red 
fluorescent protein). Za negativno kontrolo smo uporabili agrobakterije s praznim 
vektorjem (Emptyagro). Pri testu GUS smo uporabili agrobakterije z vstavljenim 
reporterskim vektorjem pKGWFS7 s Pti5 oz. PR1b. Pri detekciji proteina Pti5 s prenosom 
western pa smo uporabili agrobakterije z vektorjem pGWB18, ki vsebuje konstrukt 
35Sprom:Pti5_myc.  
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Preglednica 19: Konstrukti uporabljeni pri agroinfiltraciji 
 
Konstrukt Plazmid Sev  Selekcija 
35Sprom:Pti5_YFP pH7YWG2 GV3101 Spektinomicin (c = 
75 μg/ml) 
Pti5prom:Pti5_YFP pH7YWG2 GV3101 Spektinomicin (c = 
75 μg/ml) 
Pti5prom:GFP_GUS pKGWFS7 GV3101 Spektinomicin (c = 
75 μg/ml) 
PR1bprom:GFP_GUS pKGWFS7 GV3101 Spektinomicin (c = 
75 μg/ml)  
H2B_RFP  GV3101 Kanamicin (c = 50 
μg/ml)  
35Sprom:P19 pBIN61 GV3101 Kanamicin (c = 50 
μg/ml)  
 
Emptyagro / GV3101 Rifampicin (c = 15 
μg/ml)  
 
35Sprom:Pti5_myc                                         pGWB18 GV3101 Kanamicin (c = 50 
μg/ml) 
 
Transformirane bakterije A. tumefaciens GV3101 smo nacepili v centrifugirke s 5 ml 
tekočega gojišča LB z rifampicinom (c = 15 μg/ml) in ustrezno selekcijo (Pregl. 19) in jih 
inkubirali čez noč v inkubatorju pri 30 °C in 225 vnm. Naslednji dan smo prekonočnim 
kulturam pomerili OD (angl. Optical density) in preračunali volumen bakterijske kulture, 
ki smo ga dodali v 50 ml gojišča LB z rifampicinom in ustrezno selekcijo (Pregl. 19). 
Dodali smo toliko kulture, da je bil začetni OD 0,1. Erlenmajerice smo nato stresali, dokler 
OD ni dosegla vrednosti 0,5. Bakterijske kulture smo centrifugirali pri 4 °C in 4000 vnm, 10 
min. Pelete smo resuspendirali v 10 ml gojišča LB in jih pustili 30 min na ledu. Po 
centrifugiranju smo jih resuspendirali v tolikšnem volumnu 0,2 mM acetosiringona (Aldrich), 
da so imele vse bakterijske kulture vrednost OD 0,5-0,8. Bakterijsko suspenzijo smo z brizgo 
infiltrirali v liste rastline N. benthamiana. 
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3.5 OPAZOVANJE POD KONFOKALNO LUPO 
Agroinfiltriran list smo odtrgali in ga položili s spodnjo stranjo navzgor med pokrov in dno 
petrijevke. Opazovali smo ga z laserskim konfokalnim mikroskopom Leica TCS LSI, 
povezanim z Leica Z6 APOA in objektivom PLAN APO 5.0X/0.50 LWD. Slike smo 
obdelali s programom Leica LAS X (Leica Microsystems). 
Nastavitve konfokalnega mikroskopa pri opazovanju RFP, YFP in GFP: 
 Klorofil: vzbujanje z laserjem 690–750 nm, emisija 488 nm, intenziteta laserja 54,5 
%,  
 YFP (rumen barvni spekter): vzbujanje z laserjem 525–560 nm, emisija 488 nm, 
intenziteta laserja 68,8 %,  
 RFP (rdeč barvni spekter): vzbujanje z laserjem 570–630 nm, emisija 532 nm, 
intenziteta laserja 96,4 % 
 GFP (zelen barvni spekter): vzbujanje z laserjem 505–530 nm, emisija 488 nm, 
intenziteta laserja: 95,6 % 
3.6 HISTOKEMIČNI β-GLUKURONIDAZNI TEST 
β-glukuronidaza (GUS) je hidrolaza, ki katalizira cepitev številnih β-glukuronidov 
(Nguyen, 2002). Večina rastlin, alg ter nekaj bakterij in gliv aktivnosti GUS nima, zato je 
histokemični β-glukuronidazni test zelo pogosto uporabljen reporterski sistem predvsem v 
rastlinski molekularni biologiji in mikrobiologiji.  
Reporterski geni kodirajo encime, ki poročajo o transkripcijski aktivnosti željenega gena v 
rastlinskem tkivu. Z njimi lahko preverjamo uspešnost vnosa in izražanje transgenov tako 
pri prehodni kot stabilni transformaciji. Najpogosteje se gen gusA, uporablja kot 
reporterski gen za analizo aktivnosti promotorjev v realnem času. Prav tako pa se uporablja 
za preučevanje tkivno-specifičnega izražanja, uravnavanja razvoja, stabilnosti mRNA idr. 
(Karcher, 2002).  
V histokemičnim testu GUS (Jefferson in sod., 1987) β-glukuronidaza najprej hidrolizira 
substrat X-gluc (5-bromo-4-kloro-3-indolil-β-D-glukuronsko kislina). Po hidrolizi nastane 
glukuronska kislina in brezbarvni, vodotopni, indolni intermediat, ki se kasneje 
oksidativno dimerizira v končni modri precipitat, barvilo indigo. To ni topno v vodnih 
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raztopinah in se zato obori na mestu delovanja GUS (Jefferson in sod., 1987; Nguyen, 
2002).  
 
Slika 7: Reakcija cepitve X-gluc na glukuronsko kislino in kloro-bromoindigo ob oksidativni dimerizaciji 
(Karcher, 2002). 
 
Test GUS smo uporabili za analizo aktivnosti oz. indukcije promotorjev Pti5 in PR1b po 
obdelavi listov z različnimi hormoni in inhibitorji. Za test GUS smo uporabili liste 
prehodno transformiranih rastlin N. benthamiana z bakterijami A. tumefaciens GV3101. 
Bakterije smo predhodno transformirali z vektorjem pKGWFS7, ki vsebuje konstrukt 
Pti5prom: GFP_GUS oz. PR1B:GFP_GUS. Za negativno kontrolo smo uporabili prehodno 
transformirane liste z bakterijami A. tumefaciens GV3101 s praznim vektorjem 
(Emptyagro).  
Histokemični test GUS smo izvedli po prirejenem protokolu (Mantelin, 2013). Rastline 
smo tretji dan po agroinfiltraciji obdelali z različnimi hormoni in inhbitorji, navedenimi 
pod točko 4.3.2. Četrti dan smo izrezali po 4 diske agroinfiltriranega lista iz vsake rastline 
z ustreznim konstruktom in jih s pinceto prenesli v plastično ploščo s 6 x 4 luknjami (plato 
za celične kulture). Dodali smo 500 µl raztopine GUS (Pregl. 3) in dali ploščo v komoro z 
vakuumom za eno minuto, s tem smo pospešili infiltracijo raztopine v list. Plošče smo 
zavili v alu-folijo in jih inkubirali čez noč pri 37 °C. Naslednji dan je sledilo spiranje listov 
in razbarvanje klorofila s 70 % ET. Vizualno smo primerjali stopnjo modre obarvanosti 
listnih diskov s kontrolnimi in jih na koncu fotografirali.  
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3.7 PRENOS WESTERN 
S prenosom western smo želeli s pomočjo primarnih in sekundarnih protiteles zaznati 
protein Pti5 v listih N. benthamiana, okuženih s PVY. Detekcija proteinov po ločbi na 
gelski elektroforezi je lahko specifična ali pa nespecifična. Pri specifičnem določevanju 
posameznih proteinov uporabljamo primarna protitelesa, ki so specifično usmerjena proti 
želenemu proteinu. Protitelesa so velike molekule (npr. protitelesa IgG imajo molekulsko 
maso 150kDa in so zgrajena iz dveh različnih vrst polipeptidnih verig) in težko potujejo 
skozi gel. Zaradi tega proteine pred inkubacijo s protitelesi s prenosom western prenesemo 
iz gela na polivinilidin difluoridno (PVDF) membrano. Membrano po prenosu inkubiramo 
s primarnimi protitelesi, nanje pa vežemo še sekundarna protitelesa, ki so specifično 
usmerjena proti primarnim in označena z encimom, na primer hrenovo peroksidazo (HRP). 
Encim ob prisotnosti substrata luminola emitira svetlobo, ki jo lahko zaznamo (Oven, 
2016). 
Časovni potek dela: 
Prvi dan: okuževanje rastlin N. benthamiana s PVY in z neokuženim materialom 
krompirja 
Osmi dan: agroinfiltracija listov s konstruktoma: 35SProm:Pti5_myc in 
35Sprom:Pti5_YFP. Za negativno kontrolo smo liste agroinfiltrirali z agrobakterijami s 
praznim vektorjem (Emptyagro). 
Dvanajsti  dan: vzorčenje listov (odtrgali smo oba agroinfiltrirana lista iz vsake 
rastline, jih dali v centrifugirko in jo zamrznili v tekočem dušiku ter shranili v skrinjo 
na -80 °C.  
Trinajsti in štirinajsti dan: prenos western: 
 Ekstrakcija proteinov 
Najprej smo rastlinski material homogenizirali v terilnici s tekočim dušikom in ga 
prenesli v označene epice. Epice smo stehtali in glede na maso dodali ekstrakcijski 
pufer v razmerju 1:1 (Pregl. 4). Vzorce smo nato vorteksirali in centrifugirali ter 
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supernatant prenesli v novo centrifugirko. Supernatante smo redčili v 2x 
nanašalnem pufru (Pregl. 5) in jih vreli 5 min v loncu pri 90–95 °C. 
 
 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (SDS-
PAGE) 
Uporabili smo pripravljen Mini-Protean Precast gel (Biorad), ki smo ga namestili v 
banjico Mini-Protean Tetra cell (Biorad). V njo smo nalili 500 ml 1x pufra SDS za 
elektroforezo NaDS (Pregl. 6). Sledil je nanos 5 µl lestvice proteinov (Prestained 
Page Ruler Thermo Scientific) in 45 µl vzorcev. Elektroforeza je tekla pri 100 V in 
50 mA. 
 Prenos western 
Membrano PVDF smo potopili v 100 % metanol za 1 min, nato pa v 1x pufer za 
prenos za 3 min. Nato smo sestavili »sendvič« iz gobe, filtrirnega papirja, gela, 
membrane PVDF, filtrirnega papirja in gobe ter ga dali v kaseto Mini Trans-Blot. 
Kaseti in plastično posodico z ledom smo postavili v modul Mini Trans-Blot 
(Biorad). Vanj smo do vrha nalili 1x pufer za prenos (Pregl. 7). Prenos je potekal v 
hladni sobi 2 h, pri 200 mA. 
 Spiranje in blokiranje membrane 
Membrano PVDF smo spirali 3 x 5 min v vodi (MiliQ). Nato smo membrano 
blokirali v 5 % pufru za blokiranje, ki vsebuje 5 g mleka v prahu (Biorad) in 100 ml 
1x pufra za spiranje (TBS/tween), 2 h s stresanjem. 
 Inkubacija membrane s primarnimi protitelesi 
Za prvo membrano (vzorci s konstruktom 35SProm:Pti5_myc) smo uporabili 
primarna mišja monoklonska protitelesa c-Myc (E10), ki smo jih redčili 1:1000 v 5 
% pufru za blokiranje in inkubirali membrano v pokriti plastični posodici čez noč s 
stresanjem. Za drugo membrano (vzorci s konstruktom 35Sprom:Pti5_YFP) smo 
uporabili protiGFP primarna zajčja protitelesa IgG (Invitrogen), ki smo jih redčili 
1:5000. 
 Spiranje membrane 4 x 5 min v 1x pufru za spiranje (TBS/tween) (Pregl.8) 
 Inkubacija membrane s sekundarnimi protitelesi 
Za prvo membrano smo uporabili protimišja sekundarna protitelesa IgG, označena s 
HRP (Promega), ki smo jih redčili 1:5000, v 5 % pufru za blokiranje in inkubirali 
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membrano v pokriti plastični posodici, 1h s stresanjem. Za drugo membrano smo 
uporabili protizajčja sekundarna protitelesa IgG, označena s HRP (Promega), ki 
smo jih redčili 1:5000. 
 Spiranje membrane 6x5 min v 1x pufru za spiranje (TBS/tween) (Pregl.8) 
 Detekcija z ojačano kemiluminiscenco (ELC) 
Uporabili smo ELC Prime Western blotting detection reagent (Amercham) in ga dali za 20 
min na sobno T. Zmešali smo raztopini A (raztopina luminola) in B (raztopina peroksida) v 
razmerju 1:1 in nanesli 2 ml na membrano. Nato smo membrano dali v folijo in jo slikali z 
napravo Bio Spectrum® S10 Imaging System (UVP), s katero smo zajeli 
kemiluminiscentni signal. 
Uporabljena skundarna protitelesa so označena s HRP. Kemiluminiscenca na osnovi 
protiteles konjugiranih s HRP je občutljiva metoda, pri kateri je emisija svetlobe 
proporcionalna količini proteina. Omogoča dolgotrajen signal in visoko občutljivost. HRP 
ob prisotnosti vodikovega peroksida, katalizira oksidacijo luminola do 3-aminoftalata 
preko številnih intermediatov. Pri reakciji se sprošča nizko-intenzitetna svetloba, ki se 
lahko ob prisotnosti ojačevalcev ojača tudi do 1000x. To imenujemo ojačana 
kemiluminiscenca (ECL) (Amersham ECL Prime Blocking and Blotting Reagents, 2017).  
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4 REZULTATI 
4.1  URAVNAVANJE TRANSLOKACIJE Pti5 PO OKUŽBI S PVY 
Iz predhodnih raziskav, opravljenih na Nacionalnem inštitutu za biologijo, smo vedeli, da 
se po okužbi z virusom PVY, transkripcijski faktor Pti5 transportira iz citoplazme v jedro 
in nato v velikih količinah kopiči v jedru celic N. benthamiana. Pri kontrolnih rastlinah, 
inokuliranih z neokuženim materialom krompirja, pa so opazili šibko kopičenje Pti5 v 
citoplazmi.  
4.1.1 Vpliv kinaznega inhibitorja na translokacijo Pti5 po okužbi s PVY 
Zanimal nas je mehanizem, ki sproži transport Pti5 v jedro. Predhodna analiza in silico je 
pokazala, da ima protein Pti5 potencialno mesto fosforilacije, zato smo postavili hipotezo 
da fosforilacija, kot PTM proteina Pti5, uravnava njegovo translokacijo v jedro. 
Liste rastlin tobaka N. benthamiana, smo okužili s PVY in za negativno kontrolo liste 
inokulirane z neokuženim materialom krompirja. Po 8 dneh smo v okužene in neokužene 
liste z agroinfiltracijo vnesli plazmid s konstruktom 35Sprom:Pti5_YFP, s katerim smo 
spremljali izražanje transkripcijskega faktorja Pti5 v fuziji z YFP pod konstitutivnim 
promotorjem 35S. Kot pozitivno kontrolo smo v list vnesli plazmid, ki je vseboval gen 
H2B v fuziji z rdečim fluorescenčnim proteinom RFP, za katerega vemo, da se izraža v 
jedru celic. Liste smo en dan po agroinfiltraciji obdelali z 1 µM kinaznim inhibitorjem 
K252a in po 24 h spremljali izražanje proteina Pti5 s konfokalnim mikroskopom.  
Po obdelavi kontrolnih rastlin, inokuliranih z neokuženim rastlinskim materialom, z 1µM 
kinaznim inhibitorjem K252a, nismo zaznali izražanja YFP v jedru, opazili pa smo rdeč 
jederni označevalec (Sl. 8). Po obdelavi okuženega lista s PVY smo opazili močno 
izražanje YFP oz. rumeno fluorescenco v jedru tudi po obdelavi s kinaznim inhibitorjem 
(Sl. 9). Iz tega sklepamo, da translokacija transkripcijskega faktorja Pti5 v jedro  ni odvisna 
od fosforilacije Pti5. 
 
 
A
  C 
B 
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Slika 8:  Lokalizacija proteina Pti5 v fuziji z YFP v neokuženem listu, po obdelavi s K252a. Slika 
povrhnjice neokuženega, kontrolnega lista N. benthamiana, infiltriranega s konstruktoma 
35Sprom:Pti5_YFP in H2B_RFP, obdelanega s kinaznim inhibitorjem K252a, posneta s konfokalnim 
mikroskopom. A- emisija klorofila, B- emisija rumenega fluorescenčnega proteina v fuziji s proteinom 
Pti5, C- emisija jedernega proteina v fuziji z RFP, D- prekrivanje vseh treh emisij. 
Slika 9: Lokalizacija proteina Pti5 v fuziji z YFP v listu, okuženim s PVY, po obdelavi s K252a. 
Slika povrhnjice okuženega lista N. benthamiana s PVY, infiltriranega s konstruktoma 
35Sprom:Pti5_YFP in H2B_RFP, obdelanega s kinaznim inhibitorjem K252a, posneta s 
konfokalnim mikroskopom. A- emisija klorofila, B- emisija rumenega fluorescenčnega proteina v 
fuziji s proteinom Pti5, C- emisija jedernega proteina v fuziji z RFP, D- prekrivanje vseh treh emisij. 
 
 
C 
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4.1.2 Vpliv virusnega supresorja utišanja RNA  P19 na translokacijo Pti5 v jedro 
Zanimalo nas je, ali je za translokacijo proteina Pti5 v jedro potreben celoten virus ali je 
dovolj le en virusni protein. Testirali smo protein P19, ki je virusni supresor utišanja RNA 
iz tombusvirusov. 
V neokužene liste tobaka N. benthamiana smo z agroinfiltracijo vnesli plazmid s 
konstruktom 35Sprom:Pti5_YFP in plazmid z genom, ki kodira protein P19. Za pozitivno 
kontrolo smo v list vnesli plazmid, ki je vseboval gen H2B v fuziji z RFP, za katerega 
vemo, da se kopiči v jedru celic. Za negativno kontrolo smo uporabili agroinfiltrano 
rastlino, ki je nismo infiltrirali s konstruktom P19, vendar le s konstruktoma 
35Sprom:Pti5_YFP in RFP. Liste smo četrti dan po agroinfiltraciji opazovali s 
konfokalnim mikroskopom. 
Pri kontrolnih rastlinah, ki jih nismo agroinfiltrirali z virusnim supresorjem P19, v jedru 
rastlinskih celic nismo opazili fluorescence. Videli pa smo rdeč jederni označevalec (Sl. 
10). Pri rastlinah, agroinfiltriranih s P19, smo videli močno rumeno fluorescenco v jedru, 
kar nakazuje močno izražanje transkripcijskega faktorja Pti5 v jedru (Sl. 11). Opazili smo, 
da lahko že en sam virusni protein P19 povzroči močno fluorescenco v jedru in je dovolj za 
translokacijo transkripcijskega faktorja Pti5. 
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Slika 10: Lokalizacija proteina Pti5 v listu agroinfiltriranim brez P19. Slika povrhnjice kontrolnega lista 
N. benthamiana agroinfiltriranega s konstruktoma 35Sprom:Pti5_YFP in H2B_RFP posneta s 
konfokalnim mikroskopom, A- emisija klorofila, B- emisija rumenega fluorescenčnega proteina v fuziji s 
proteinom Pti5, C- emisija jedernega proteina v fuziji z RFP, D- prekrivanje vseh treh emisij. 
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Slika 11: Lokalizacija proteina Pti5 v listu agroinfiltriranim s P19. Slika povrhnjice lista N. benthamiana 
agroinfiltriranega s konstrukti 35Sprom:Pti5_YFP, H2B_RFP in virusnim supresorjem P19, posneta s 
konfokalnim mikroskopom, A- emisija klorofila, B- emisija rumenega fluorescenčnega proteina v fuziji s 
proteinom Pti5, C- emisija jedernega proteina v fuziji z RFP, D- prekrivanje vseh treh emisij. 
 
4.2 ANALIZA AKTIVNOSTI PROMOTORJEV Pti5 in PR1b PO OBDELAVI Z 
RAZLIČNIMI HORMONI 
Za analizo aktivnosti promotorja Pti5 v primerjavi z reporterskim promotorjem PR1b po 
obdelavi z različnimi hormoni in njihovimi inhibitorji, smo izvedli histokemični β-
glukuronidazni test. Najprej smo s pomočjo rekombinacijskega kloniranja Gateway® 
sklonirali promotor Pti5 in promotor PR1b v reporterski vektor pKGWFS7 v fuziji z 
genom gus in zelenim fluorescenčnim proteinom (GFP). 
4.2.1 Kloniranje promotorjev Pti5 in PR1b v reporterski vektor pKGWFS7 
4.2.1.1  Verižna reakcija s polimerazo 
 
S PCR smo pomnožili promotorja Pti5 in PR1b. Uporabili smo začetne oligonukleotide 
opisane v točki 4.1.1. Nato smo z agarozno gelsko elektroforezo potrdili, da so velikosti 
produktov PCR pravilne (Sl. 12a,b). Velikost promotorja Pti5 je približno 1000 bp (Sl. 
C D 
A B 
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12a). Velikosti promotorjev PR1b pa so okrog 1500 bp (Sl. 12b). Velikosti promotorjev 
PR1b so se razlikovale tako znotraj genotipa Rywal, kot tudi v primerjavi z genotipom 
Desiree.  
 
 
 
 
 
 
Slika 12: Analiza produktov PCR po pomnoževanju promotorja Pti5 (12a) in promotorja PR1b (12b). 
a) 1 % agarozni gel. V jamici 1a je velikostna lestvica MassRulerTM DNA Ladder Mix, na kateri je 
označena velikost, 1000 bp. Sledijo pomonoženi produkti PCR, promotorja Pti5 velikosti 1000 bp. b) 1 % 
agarozni gel. V zadnji jamici je velikostna lestvica MassRulerTM DNA Ladder Mix, na kateri je označena 
velikost, 1500 bp. Lise prikazujejo pomnožene produkte promotorjev PR1b iz različnih genotipov krompirja, 
velikosti približno 1500 bp. V jamici 2a in 2c sta produkta promotorja PR1b iz sorte Rywal 5.3, v jamici 2b 
je produkt iz sorte Rywal 5.5, 2e-Rywal 5.4, 2g- iz sorte Desiree 6.3. 2d, f, h so negativne kontrole. 
 
Sledilo je čiščenje Produkte PCR iz gela smo očistili in na nanodropu izmerili njihove 
koncentracije. Po reakciji TOPO, s katero smo konstrukta vključili v vstopni vektor 
pENTR in transformaciji bakterij E. coli, smo si izbrali nekaj kolonij iz vsake plošče in s 
pomočjo PCR na osnovi kolonije preverili uspešnost transformacije kemijsko 
kompetentnih celic E. coli z vstopnim vektorjem pENTR/D-TOPO
®
. 
Vključitev promotorja Pti5 v pENTR/D-TOPO® smo dokazali pri dveh kolonijah. Produkta 
sta bila ustrezne velikosti, približno 1300 bp, saj smo produkte pomnoževali z začetnima 
oligonukleotidoma M13F in M13R, ki sta na začetek in konec konstrukta dodala še vsak 
približno 150 bp, skupno približno 300 bp (Pregl. 10). Na gelu lahko vidimo tudi več 
nespecifičnih pomnožkov (Sl. 13a).  
Vključitev promotorja PR1b v pENTR/D-TOPO® smo dokazali pri dveh kolonijah. 
Produkta sta bila ustrezne velikosti, okrog 1500 bp (Sl. 13b). Pomnožili smo jih z 
začetnima oligonukleotidoma PR1b_F_CACC in PR1b_5.3_5.5_R (Pregl. 10). 
Prom. Pti5 
1a    1b   1c  1d 
2a      2b        2c      2d        2e       2f          2g        2h      2i     2j           
1000bp 
1000 bp 
Promotor PR1b 
1500 bp 
a b 
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4.2.1.2 Izolacija plazmidov in sekvenciranje 
 
Plazmide pENTR/D-TOPO
®
, v katerih smo dokazali,  da vsebujejo želen insert, smo  
izolirali iz kolonij. Po izolaciji smo izmerili koncentracijo in čistost DNA na nanodropu. 
Izmerjene koncentracije plazmidov so bile okrog 160 ng/µl.  
Ker PCR še ni zadosten dokaz, da smo res pomnožili želeno zaporedje, smo vzorce 
izoliranih plazmidov poslali na sekvenciranje. Za sekvenciranje smo uporabili začetne 
oligonukleotide prikazane v preglednici 10. 
Kot rezultat določanja nukleotidnih zaporedij smo z dvema začetnima oligonukleotidoma 
dobili po dve nukleotidni zaporedji (po celotni dolžini), ki smo jih za vsak vzorec posebej 
sestavili v celoto in to skupno zaporedje primerjali z znanim nukleotidnim zaporedjem 
(priloga 1). Glede na kakovost kromatogramov smo izločili morebitna zaporedja, ki niso 
bila dovolj kakovostna. Prav tako smo izločili začetne in končne odseke zaporedij, ki niso 
bili zanesljivi, ter zaporedja, ki so pripadala plazmidu.  
 
PR1B (Rywal 5.3) 
Slika 13: Analiza produktov PCR iz bakterijskih kolonij E. coli za določanje prisotnosti konstruktov v 
pENTR. a) Slika 1% agaroznega gela. V prvo jamico smo nanesli velikostno lestvico (Mass RullerTM DNA 
Ladder Mix), na kateri je označena velikost pri 1300 bp. V jamicah 1d in 1f sta z modro označeni lisi pri 
ustrezni velikosti okrog 1300 bp. Vidimo tudi več nespecifičnih pomnožkov. V jamicah 1b, 1c je prišlo do 
neuspešnega  pomnoževanja. b) 1% agarozni gel. V prvo jamico smo nanesli velikostno lestvico (Mass 
RullerTM DNA Ladder Mix), na kateri je označena velikost pri 1500 bp. V jamicah 2b in 2e sta produkta 
promotorja PR1b iz sorte Rywal 5.3, ustrezne velikosti 1500 bp. Pri ostalih je prišlo do neuspešnega 
pomnoževanja. 2f je negativna kontrola. 
2a     2b    2c  2d  2e     2f 
1a  1b 1c  1d  1e  1f 
1500 bp 
1300 bp 
Pti5prom 
a b 
48 
Fric K. Uravnavanje prepisovanja in lokalizacije transkripcijskega faktorja Pti. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
4.2.1.3 Reakcija LR in transformacija 
 
Z uporabo sistema za rekombinacijsko kloniranje Gateway® smo z reakcijo LR pripravili 
ciljni binarni plazmid pKGWFS7 za agroinfiltracijo rastlin. Promotor Pti5 oz. PR1b smo z 
rekombinacijo vnesli v ciljni plazmid pKGWFS7. Po reakciji LR in transformaciji bakterij 
E. coli, smo s PCR na osnovi kolonije ter agarozno gelsko elektroforezo potrdili prisotnost 
obeh konstruktov v ciljnem vektorju. Na enak način smo potrdili prisotnost ciljnih 
plazmidov z ustreznim konstruktom po transformacij agrobakterij. 
Pomnoževanje promotorja Pti5 je bilo uspešno pri sedmih kolonijah E. coli in je bilo le pri 
eni neuspešno. Pomnoževanje promotorja PR1b je bilo uspešno pri štirih  kolonijah E. coli, 
neuspešno pa pri dveh (Sl. 14). Uspešno pomnoženi produkti so bili ustrezne velikosti. 
Pomnožili smo jih z začetnima oligonukleotidoma pKGWFS7/Kan_F in YFP/CFP/GFP_R 
(Pregl. 10). Začetni oligonukleotidi so dodali konstruktoma še približno 700 bp, zato so 
velikosti promotorjev Pti5 1700 bp, velikosti promotorjev PR1b pa 2200 bp.  
Uspešno smo pomnožili tudi promotorje Pti5 in PR1b iz vseh izbranih kolonij A. 
tumefaciens (Sl. 15). S tem smo potrdili, da lahko te kolonije uporabimo za nadaljne 
poskuse agroinfiltracije.  
 
Slika 14: Analiza produktov PCR iz bakterijskih kolonij E. coli za določanje prisotnosti konstruktov v 
ciljnem vektorju pKGWFS7. Slika 1 % agaroznega gela. V prvo in zadnjo jamico smo nanesli velikostno 
lestvico (Mass Ruller
TM
 DNA Ladder Mix), z označeno velikostjo 1500 bp. Sledijo produkti PCR promotorja 
Pti5 (1a-1h) in PR1b (2b-2d in 2g) v ciljnem plazmidu pKGWFS7. 1i in 2i sta negativni kontroli. 
 
1500 bp 
Prom. Pti5 
Prom. PR1b 
         1a     1b        1c       1d      1e        1f         1g    1h        1i       2a       2b      2c        2d       2e       2f        2g    2h    2i    
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Slika 15: Analiza produktov PCR iz bakterijske kolonije A. tumefaciens za določanje prisotnosti 
konstruktovpromotorjev PR1b in Pti5 v ciljnem plazmidu pKGWFS7. Slika 1 % agaroznega gela. V prvo 
jamico smo nanesli velikostno lestvico (Mass Ruller
TM
 DNA Ladder Mix), z označeno velikostjo 1500 bp. 
Sledijo produkti PCR konstrukti promotorja PR1b (1a-1e) in Pti5prom (2a-2c) v ciljnem plazmidu 
pKGWFS7. 2d in 2e sta negativni kontroli. 
 
4.2.2 Analiza aktivnosti promotorjev Pti5 in PR1b pod različnimi hormoni z 
uporabo β-glukuronidaznega testa 
Iz predhodnih analiz qPCR na nacionalnem inštitutu za biologijo, kjer so ugotavljali profil 
izražanja Pti5 in PR1b in so liste obdelali s SA oz. ET, je prišlo do indukcije izražanja 
obeh genov. Če pa so liste obdelali še z 1-MCP, ni prišlo do indikcije izražanja gena Pti5. 
Z uporabo β-glukuronidaznega testa, smo želeli na histokemičnem nivoju potrditi rezultate 
predhodnih analiz s študijo aktivnosti promotorja Pti5. Promotor PR1b smo uporabili kot 
označevalec za signalno pot SA. Prav tako smo analizirali aktivnost promotorjev po 
obdelavi z inhibitorjema hormonskih signalnih poti  1-MCP in DIECA. Namen obdelave z 
inhibitorjema je bil analizirati potencialne medsebojne vplive različnih signalnih poti. 
Rastline tobaka N. benthamiana smo agroinfiltrirali z agrobakterijami, ki vsebujejo 
reporterski vektor pKGWFS7 z insertom promotorja Pti5 oz. promotorja PR1b v fuziji z 
genom gus in zelenim fluorescenčnim proteinom (GFP). Za negativno kontrolo smo liste 
infiltrirali z agrobakterijami, ki vsebujejo prazen vektor (Emptyagro). V prvem poskusu 
smo liste, agroinfiltrirane s konstrukti promotor Pti5, PR1b in Emptyagro, obdelali s 
kemikalijami INA, DIECA in INA, ACC, DIECA in ACC. Poleg štirih različnih obdelav 
smo imeli dve negativni kontroli: listi NK1, obdelani z 1 % etanolom in listi NK2, 
1500 bp 
                   1a     1b        1c       1d      1e        2a       2b      2c        2d       2e         
Pti5 prom. 
PR1B  prom. 
50 
Fric K. Uravnavanje prepisovanja in lokalizacije transkripcijskega faktorja Pti. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
obdelani z 1 % etanolom in 0,1 % Tween. S histokemičnim testom GUS smo opazovali 
izražanje gena gus v agroinfiltriranih listnih diskih.  
Ugotovili smo, da tako analog salicilne kisline INA, kot prekurzor ET ACC, vplivata na 
indukcijo obeh promotorjev Pti5 in PR1b, v primerjavi s kontrolnimi diski. Izražanje gena 
gus je bilo namreč večje v primerjavi z negativnima kontrolama NK1 in NK2 (Sl. 16, 17). 
Iz tega lahko povzamemo, da INA in ACC inducirata izražanje tako Pti5 kot PR1b. Ko 
smo listne diske obdelali dodatno z DIECA, smo opazili podobno aktivnost promotorjev 
(Sl. 16, 17). Oba gena sta se še vedno inducirala. Iz tega lahko sklepamo, da je indukcija 
promotorjev neodvisna od JA. Pri kontrolnih listnih diskih, agroinfiltriranih z 
agrobakterijami brez vektorja (Emptyagro), obdelanih z enakimi hormoni ni bilo modrega 
obarvanja (Sl. 18).  
 
 
 
 
  
 
 
 
  
      INA        DIECA       ACC     DIECA   NK 1        NK 2   
                    + INA                     + ACC 
Slika 16: Aktivnost promotorja Pti5 po obdelavi z različnimi hormoni. Test GUS izveden na 
listih N. benthamiana, agroinfiltriranih s konstruktom Pti5prom:GFP_GUS, obdelanih z INA, 
INA in DIECA, ACC,  ACC in DIECA. NK1- negativna kontrola 1, listi obdelani z 1% EtOH. 
NK2 – negativna kontrola 2, listi obdelani z 1% EtOH in 0,1% Tween. 
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Slika 18: Analiza kontrolnih diskov po obdelavi z različnimi hormoni. Test GUS, izveden na 
kontrolnih listih N. benthamiana, agroinfiltriranih s konstruktom Emptyagro, obdelanih z INA, 
INA in DIECA, ACC,  ACC in DIECA. NK1- negativna kontrola 1, listi obdelani z 1% EtOH. 
NK2 – negativna kontrola 2, listi obdelani z 1% EtOH in 0,1% Tween. 
 
   INA        DIECA       ACC       DIECA          NK 1         NK 2   
                  + INA                     + ACC 
Slika 17: Aktivnost promotorja PR1b po obdelavi z različnimi hormoni. Test GUS izveden na 
listih N. benthamiana, agroinfiltriranih s konstruktom PR1b:GFP_GUS, obdelanih z INA, INA 
in DIECA, ACC,  ACC in DIECA. NK1- negativna kontrola 1, listi obdelani z 1% EtOH. NK2 
– negativna kontrola 2, listi obdelani z 1% EtOHin 0,1% Tween. 
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V drugem poskusu smo agroinfiltrirane liste s konstrukti PR1b, Promotor Pti5 in 
Emptyagro obdelali s hormoni: ACC, ACC in 1-MCP, INA, INA in 1-MCP. Poleg štirih 
različnih obdelav smo imeli dve negativni kontroli: listi NK1, obdelani z 1 % etanolom in 
listi NK2, obdelani z vodo. 
Pri listnih diskih infiltriranih s konstruktom PR1b:GFP_GUS test GUS ni pokazal razlik v 
modri obarvanosti po obdelavi z ACC oz. z ACC in 1-MCP. Na drugi strani smo pri 
konstruktu Pti5prom:GFP_GUS opazili nekoliko zmanjšano aktivnost GUS pri listih 
obdelanih z 1-MCP in ACC, v primerjavi z listi, ki smo jih obdelali le z ACC (Sl. 19). S 
tem poskusom smo potrdili, da inhibitor 1-MCP deluje. 
Po obdelavi listov N. benthamiana, infiltriranih s konstruktom PR1b:GFP_GUS z INA oz. 
INA in 1-MCP ni bilo razlik v modri obarvanosti in je pri obeh obdelavah prišlo do močne 
indukcije promotorja PR1b. Pri konstruktu Pti5prom:GFP_GUS se zdi, da je aktivnost 
GUS nekoliko zmanjšana pri listih obdelanih z 1-MCP in INA, v primerjavi z listi, ki smo 
jih obdelai le z INA. Pri negativnih kontrolah je prišlo do šibkega izražanja gena gus in s 
tem lažno pozitivnih rezultatov, zato bi poskus morali ponoviti (Sl. 20). Pri kontrolnih 
listnih diskih, agroinfiltriranih z agrobakterijami brez vektorja (Emptyagro) in obdelanih z 
enakimi hormoni, ni bilo modrega obarvanja (enaki rezultati kot Sl. 18). Iz rezultatov lahko 
zaključimo, da promotor PR1b, ki je označevalec signalne poti SA, uravnava SA 
neodvisno od ET. Prav tako lahko sklepamo, da aktivnost promotorja Pti5 uravnava SA v 
etilenski signalni poti. 
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Slika 19: Aktivnost promotorja PR1b in Pti5 po obdelavi z različnimi hormoni. GUS test izveden na 
listih N. benthamiana, agroinfiltriranih s konstruktoma PR1B:GFP_GUS (1-3) in 
Pti5prom:GFP_GUS (4-6), obdealnih z ACC, ACC in 1-MCP, NK1 (dH2O). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     INA    MCP + INA      NK1        INA         MCP+INA     NK1 
ACC         ACC+1-MCP        NK1           ACC    ACC+1-MCP        NK1               
 
INA         INA+1-MCP        NK2         INA        INA+1-MCP        NK2              
 
Slika 20: Aktivnost promotorja PR1b in Pti5 po obdelavi z različnimi hormoni 
Test GUS, izveden na listih N. benthamiana, agroinfiltriranih s konstruktoma 
PR1B:GFP_GUS ( 1-3) in Pti5prom:GFP_GUS (4-6), obdelanih z INA, INA in 1-MCP, NK2 
(1% ET). 
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4.2.3 Tkivno specifična analiza promotorja Pti5 po okužbi s PVY 
Liste rastlin N. benthamiana smo okužili s PVY in jih po 8 dneh agroinfiltrirali s 
konstruktom Pti5promotor:GFP_GUS in H2B_RFP, ki nam je služil kot pozitivna 
kontrola. Kontrolne liste smo inokulirali z neokuženim rastlinskim materialom in jih 
agroinfiltrirali z enakima konstruktoma. Liste smo četrti dan opazovali s konfokalnim 
mikroskopom. 
Pri listih okuženih s PVY smo v jedru opazili šibek signal oz. fluorescenco zelenega 
fluorescenčnega proteina GFP (Sl. 21b). Pri kontrolnem listu pa signala v jedru nismo 
opazili (Sl. 21a). Iz tega sklepamo, da nativni promotor Pti5 deluje.  
 
 
 
 
 
 
 
Slika 21: Lokalizacija Pti5 v fuziji z GFP v neokuženem, kontrolnem listu (21a-levo) in po 
okužbi s PVY (21b-desno). Sliki povrhnjice neokuženega in okuženega lista N.benthamiana, 
infiltriranih s konstruktoma Pti5promotor:eGFP_GUS in H2B_RFP  posneti s konfokalnim 
mikroskopom. A- emisija klorofila (sivo ozadje), B- emisija zelenega fluorescenčnega proteina, 
GFP, C- emisija jedernega proteina v fuziji z RFP, D- prekrivanje vseh treh emisij. 
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4.3 ANALIZA LOKALIZACIJE V RAZMERAH IN VIVO IN KOPIČENJE Pti5  
Za ugotavljanje lokalizacije in kopičenja TF Pti5 v razmerah in vivo, smo uporabili že 
predhodno pripravljen konstrukt na NIB-u, Pti5prom:Pti5_YFP.  
Vedeli smo, da TF Pti5 inducira  SA, zato smo liste tobaka N. benthamiana v prvem 
poskusu obdelali z analogom salicilne kisline INA. Najprej smo liste agroinfiltrirali s 
konstruktom Pti5prom:Pti5_YFP. Kot pozitivno kontrolo smo liste agroinfiltrirali tudi s 
plazmidom, ki vsebuje gen H2B v fuziji z RFP, ki se izraža v jedru. Po 2 dneh smo rastline 
postavili v dve ločeni komori iz pleksistekla. V prvi komori smo liste obdelali s 300 µM 
raztopino INA, v drugi  komori, ki nam je služila kot kontrola, pa smo liste poškropili z 1 
% etanolom. Po 24 liste opazovali s konfokalnim mikroskopom. 
V drugem poskusu pa smo liste agroinfiltrirali s konstruktoma Ptiprom:Pti5_YFP in P19. 
Za negativno kontrolo smo uporabili agroinfiltrano rastlino, ki je nismo infiltrirali s 
konstruktom P19, vendar le s konstruktoma Pti5prom:Pti5_YFP in RFP. Liste smo četrti 
dan po agroinfiltraciji opazovali s konfokalnim mikroskopom. 
Iz posnetkov lahko opazimo, da tako pri listu, obdealnim z INA, kot tudi pri kontrolnem 
listu obdelanim z 1 % etanolom ni bilo fluorescence YFP. Videli smo le rdeč jederni 
označevalec (Sl. 22a, b). Enake rezultate smo dobili tudi v drugem poskusu.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A A B B 
a b 
Slika 22: Znotrajcelična lokalizacija proteina Pti5, 24h po obdelavi s 300 µM INA (a) in kontrolni 
obdelavi z 1 % ET (b). Na slikah vidimo prekrivanje vseh treh emisj: emisija klorofila(sivo), 
rumenega fluorescenčnega proteina v fuziji s proteinom Pti5 in jedernega proteina v fuziji z RFP.   
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4.4 ANALIZA KOPIČENJAPROTEINA Pti5 
Z uporabo promotorja Pti5 v fuziji s proteinom Pti5, nismo dobili nobenega signala po 
indukciji z INA. Kljub temu smo s testi GUS dokazali, da je po obdelavi z INA promotor 
Pti5 funkcionalen in močno aktiven.  
Iz začetnih lokalizacijskih študij omenjenih v rezultatih (poglavje 5.1) smo opazili, da se 
Pti5 močno izraža le v listih, okuženih s PVY. Brez okužbe je signal zelo šibek. Zanimalo 
nas je, če se pri neokuženih rastlinah tobaka N. benthamiana TF Pti5 razgradi. Uporabili 
smo dva različna konstrukta, najprej smo klonirali gen Pti5 v ciljni vektor pGWB18 v 
fuziji z oznako myc. Nato pa smo poskusili še s konstruktom, ki smo ga uporabili za 
začetne lokalizacijske študije proteina Pti5, 35Sprom:Pti5_YFP. 
4.4.1 Kloniranje gena Pti5 v ciljni vektor pGWB18 v fuziji z oznako myc 
Najprej smo s PCR pomnožili gen Pti5. Kot matrično DNA smo uporabili plazmid pJET, 
ki vsebuje gen Pti5. Velikosti produktov PCR smo potrdili z agarozno gelsko 
elektroforezo. Dobili smo produkte pravilnih velikosti, in sicer 555 bp, kot je velikost gena 
Pti5. Sledila je izolacija produktov PCR iz gela in meritev njihove koncentracije na 
nanodropu.  
Konstrukt Pti5 smo vnesli v vstopni plazmid pCR™8/GW/TOPO®. Po transformaciji 
kemijsko kompetentnih celic bakterije E. coli One Shot
®
 TOP10 z vstopnim plazmidom, ki 
je vseboval naš konstrukt, so na gojišču LB s spektinomicinom preko noči zrasle kolonije 
transformiranih bakterij. Naključno smo izbrali nekaj kolonij iz vsake plošče in s pomočjo 
PCR na osnovi kolonije in agarozne gelske elektroforeze preverili uspešnost 
transformacije. Pri vseh izbranih kolonijah smo dokazali, da je vključen gen Pti5, ki je bil 
ustrezne velikosti 555 bp (Sl. 23) . 
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Slika 23: Analiza produktov PCR iz bakterijskih kolonij E. coli za določanje prisotnosti konstruktov v 
vstopnem vektorju pCR™8/GW/TOPO®. Slika 1% agaroznega gela. Z njim smo potrdili prisotnost 
konstrukta: Pti5 v vstopnem vektorju pCR8. V prvo jamico smo nanesli velikostno lestvico (Mass RullerTM 
DNA Ladder Mix), na kateri je označena velikost 555 bp. V ostalih jamicah so ustrezno veliki produkti PCR, 
pomnoženega gena Pti5. V zadnji jamici je nagativna kontrola. 
 
Sledila je izolacija plazmidov iz kolonij, za katere smo dokazali, da vsebujejo želen insert. 
Nato smo izmerili koncentracijo plazmidne DNA na nanodropu. Izmerjene koncentracije 
so bile okrog 130 ng/µl. Ker PCR še ni zadosten dokaz, da smo res pomnožili želeno 
zaporedje, smo vzorce izoliranih plazmidov z najvišjimi koncentracijami poslali na 
sekvenciranje. Za sekvenciranje smo uporabili začetna oligonukleotida GW1F in GW1R 
(Pregl. 10). 
Z uporabo sistema za rekombinacijsko kloniranje Gateway
®
 z reakcijo LR smo pripravili 
ciljni binarni plazmid za agroinfiltracijo rastlin, tako da smo gen Pti5 z rekombinacijo 
vnesli v ciljni plazmid pGWB18. Po transformaciji bakterij E. coli in A. tumefaciens smo 
izbrali nekaj kolonij in s PCR na osnovi kolonije in agarozno gelsko elektroforezo potrdili 
prisotnost ter ustrezno velikost konstrukta. Za pomnoževanje smo uporabili začetne 
oligonukleotide pGWB18_F in pGWB18_R. Iz obeh gelov je razvidno, da je bilo 
pomnoževanje gena Pti5 uspešno v vseh kolonijah (Sl. 24, 25). S tem smo potrdili, da 
lahko te kolonije agrobakterij uporabimo za nadaljne poskuse agroinfiltracije (Sl. 25).  
 
555 bp 
Gen Pti5 
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Slika 24: Analiza produktov PCR iz bakterijske kolonije E. coli za določanje prisotnosti konstrukta Pti5 v 
plazmidu pGWB18. Slika 1% agaroznega gela. Z njim smo potrdili prisotnost konstrukta: Pti5 v ciljnem 
vektorju. V prvo jamico smo nanesli velikostno lestvico (Mass RullerTM DNA Ladder Mix), na kateri je 
označena velikost 555 bp. Ostale jamice vsebujejo ustrezno velike produkte PCR, pomnoženega inserta Pti5 
v plazmidu pGWB18. 
 
 
 
 
Slika 25:Analiza produktov PCR na osnovi kolonije iz bakterij A. tumefaciens za določanje prisotnosti gena 
Pti5 v ciljnem vektorju pGWB18. Slika 1% agaroznega gela. Z njim smo potrdili prisotnost konstrukta: Pti5 
v vstopnem vektorju. V prvo jamico smo nanesli velikostno lestvico (Mass RullerTM DNA Ladder Mix), na 
kateri je označena velikost 555 bp. Ostale jamice vsebujejo ustrezno velike produkte PCR, pomnoženega 
inserta Pti5. Lahko vidimo tudi nekaj nespecifičnih lis. 
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4.4.2 Prenos western z uporabo myc protiteles 
Prenosa western z uporabo protiteles myc je bil tudi po več ponovitvah neuspešen. 
4.4.3 Prenos western z uporabo protiteles GFP 
Liso pri velikosti 26 kDa vidimo na membrani PVDF le pri listu, okuženem s PVY; pri 
listu inokuliranim z neokuženim materialom pa take lise ni. Prav tako lise ni pri negativnih 
kontrolah, kjer smo okužen in neokužen list infiltrirali z agrobakterijami brez vektorja 
(Emptyagro) (Sl. 26). Detektirali smo le protein YFP, kar pa ni v skladu z našimi 
pričakovanji, saj smo predvidevali, da bomo zasledili liso pri velikosti 48 kDa, ki naj bi 
ustrezala proteinu Pti5 v fuziji z YFP. 
 
 
Slika 26: Detekcija proteinov na membrani PVDF po prenosu western. Na sliki vidimo listo pri velikosti 
26kDa pri vzorcu lista okuženega s PVY. S-Prestained protein ladder (Thermo Scientific), 1-okužen list, 
infiltriran s konstruktom 35Sprom:Pti5_YFP, 2- neokužen list infiltriran s konstruktom 35Sprom:Pti5_YFP, 
3- okužen list infiltriran s konstruktom Emptyagro, 4- neokužen list infiltriran s konstruktom Emptyagro. 
Uporabili smo anti-GFP zajčja IgG primarna protitelesa (Invitrogen) in zajčja IgG sekundarna protitelesa 
označena s HRP (Promega), ki smo jih redčili 1:5000. 
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4.4.3.1  Sledenje fluorescenci YFP pri rastlinah, uporabljenih za prenos western  
Liste rastlin, ki smo jih uporabili za prenos western, smo opazovali tudi s konfokalnim 
mikroskopom. Pri listih okuženih s PVY, infiltriranih s konstruktom 35Sprom:Pti5_YFP, 
smo opazili močno izražanje YFP v jedru (Sl. 27a); pri kontrolnih rastlinah pa je bilo 
izražanje zelo šibko (Sl. 27b). 
 
 
 
 
 
 
 
  
A A B B 
C C D D 
Slika 27: Akumulacija proteina Pti5 v fuziji s proteinom YFP pod konstitutivnim promotorjem 
35S po okužbi s PVY (27a-levo). Kontrolni neokužen list,  infiltriran s konstruktom 
35Sprom:Pti5_YFP (27b- desno). Sliki povrhnjice lista N. benthamiana posneta s konfokalnim 
mikroskopom, A- emisija klorofila, B- emisija rumenega fluorescenčnega proteina v fuziji s 
proteinom Pti5, C- emisija jedernega proteina v fuziji z RFP, D- prekrivanje vseh treh emisij. 
 
 
C D C D 
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5 RAZPRAVA 
Z naraščajočo svetovno populacijo ljudi se povečujejo potrebe po hrani rastlinskega izvora. 
Pri njeni pridelavi je pomembno tudi biotehnološko spreminjanje rastlin (Phukan in sod., 
2017). Če želimo povečati pridelek v neoptimalnih rastnih razmerah, moramo raziskati, 
kako se rastline odzivajo na stres (Charfeddine in sod., 2015). Krompir je zaradi svoje 
velike hranilne vrednosti in enostavno pridelave za človeka izredno pomembna poljščina. 
Njegova slabost pa je, da je dovzeten za številne patogene in škodljivce (Singh in Kaur, 
2016). S pomočjo agrobakterij lahko v rastlino vnesemo želene gene in ustvarimo rastline, 
ki imajo izboljšane lastnosti, na primer povečano odpornost proti škodljivcem (Sidorov in 
sod., 1999). Transformacija rastlin pa je tudi najpogosteje uporabljeno orodje za raziskave 
funkcij genov (Tzfira in Citovsky, 2006). 
Namen mojega magistrskega dela, je bil preučevati uravnavanje izražanja in lokalizacijo 
TF Pti5, ki je pri krompirju vpleten v obrambni odgovor rastline proti PVY.  
5.1 URAVNAVANJE TRANSLOKACIJE Pti5 
Iz predhodnih raziskav, ki so jih opravili na Nacionalnem inštitutu za biologijo, smo 
vedeli, da se po okužbi s PVY, TF Pti5 transportira in močno izraža v jedru celic N. 
benthamiana. V tej nalogi pa nas je zanimal mehanizem, ki sproži premik Pti5 v jedro. 
Naša prva hipoteza je bila, da je v premik vključena fosforilacija Pti5. Hipotezo smo 
postavili na osnovi literaturnih podatkov in predhodnje analize in-silico potencialnih mest 
posttranslacijskih modifikacij Pti5 v krompirju, ki je pokazala da ima Pti5 potencialno 
mesto fosforilacije (94% specifičnost za serin/treonin). Za protein ERF6 iz navadnega 
repnjakovca so pokazali, da lahko na njegovo translokacijo iz citoplazme v jedro vpliva 
fosforilacija (Tian in sod. 2015). Na osnovi interakcije s serin-treoninsko kinazo  so iz 
paradižnika izolirali  proteine Pti4/5/6 (Tian in sod., 2015). Gu in sod. pa so leta 2002 
dokazali, da kinaza Pto fosforilira protein Pti4 v in vitro razmerah, kar spodbudi njegovo 
vezavo na cis-element (škatlo GCC) številnih promotorjev.  
Uporabili smo že transformiran kostrukt v agrobakterijah GV3101, s konstitutivnim 
promotorjem 35S, ki je zelo aktiven v večini celic transgenskih rastlin, in genom Pti5 v 
fuziji z rumenim fluorescenčnim proteinom, ki smo ga s prehodno transformacijo vnesli v 
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rastline tobaka (N.benthamiana). Z agrobakterijami posredovana prehodna transformacija, 
je trenutno najbolj preprosta in vsestranska metoda za dostavo genskih konstruktov v jedro, 
s katero lahko spremljamo izražanje genov že po 3 do 4 dneh po agroinfiltraciji (Wu H.Y. 
in sod., 2014). Po agroinfiltraciji smo liste obdelali z 1 µM kinaznim inhibitorjem K252a. 
K252a je alkaloid izoliran iz glive Nocardiopisis sp. in je učinkovit inhibitor širokega 
spektra kinaz, vključno s serin/treoninskimi (Abcam, 2017). Predpostavljali smo, da s tem 
kinaze ne bodo več funkcionalne, fosforilacija proteina Pti5 bo onemogočena, in s tem bo 
onemogočena tudi sama translokacija proteina v jedro. 
S pomočjo konfokalnega mikroskopa smo v razmerah in vivo na nivoju posameznih celic, 
spremljali izražanje in lokalizacijo proteina Pti5 s pomočjo YFP. Pri listu, okuženem s 
PVY smo po obdelavi opazili, močno nalaganje YFP v jedru (Sl. 9), pri neokuženem listu 
pa nalaganja ni bilo (Sl. 8). S tem smo postavljeno hipotezo ovrgli, saj sama translokacija 
proteina najverjetneje ni zaradi fosforilacije. Seveda pa ne izključujemo možnosti, da 
kinazni inhibitor K252a ni deloval, zato bi morali poskus ponoviti s pripravljeno pozitivno 
kontrolo poskusa. 
Nato nas je zanimalo, če je za translokacijo proteina Pti5 v jedro potreben celoten virus ali 
je proces povezan z virusno manipulacijo utišanja genov. Testirali smo protein P19, ki je 
virusni supresor utišanja RNA iz tombusvirusov. Njegova naloga je, da deluje kot virusni 
supresor utišanja RNA, ki se z visoko afiniteto veže na RNA duplekse, dolge 19–21 bp. S 
tem oblikuje stabilen kompleks siRNA-P19, ki inhibira vezavo v kompleks RISC in 
blokira širjenje signala za utišanje genov po rastlini (Danielson in Pezacki, 2013). Poleg 
tega ima še druge naloge, kot sta sodelovanje pri virusnem transportu in vključenost v 
različne aktivnosti povezane s patogenostjo (Park in sod., 2004). Opazili smo, da lahko že 
en sam virusni protein P19 povzroči močno fluorescenco v jedru, v primerjavi s kontrolo, 
kjer flourescence YFP ni bilo (Sl. 10, 11). Spraševali smo se, ali je možno, da je protein 
HcPro, ki je virusni supresor utišanja RNA v PVY, odgovoren za translokacijo Pti5 in kaj 
ta protein naredi (Yongsheng in sod., 2007). Yongsheng in sod. (2007) so z uporabo 
dvohibridnega sistema kvasovk, prvič dokazali, da Hc-Pro iz virusa PVY interreagira s 
tremi podenotami proteasoma 20S (PAA, PBB, and PBE) iz navadnega repnjakovca. 
Zmožnost proteina HcPro, regulatorja patogenosti pri potivirusih, da moti katalitične 
funkcije proteosoma 20S, kaže na to, da obstaja nov tip obrambe v interakciji med 
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potivirusi in gostiteljem (Ballut in sod., 2005). Torej je možno tudi, da s to interakcijo 
preko proteosoma, virus vpliva na inhibicijo razgradnje virusnih oz. tujih proteinov. 
5.2 ŠTUDIJA AKTIVNOSTI PROMOTORJEV Pti5 IN PR1b PO OBDELAVI 
Z RAZLIČNIMI HORMONI  
Iz predhodnih raziskav na Nacionalnem inštitutu za biologijo smo vedeli, da je Pti5 pri 
krompirju na stičišču hormonskih poti SA, JA in ET. Ti hormoni imajo glavno vlogo v 
kompleksni signalni mreži, ki uravnava indukcijo obrambnih odgovorov v rastlini. Rastline 
so v evoluciji razvile močan regulatorni potencial z medsebojno komunikacijo signalnih 
poti, odvisnih od SA, ET in JA, s katerimi se lahko učinkovito prilagodijo na stresne, 
neugodne situacije (Gu in sod., 2002). 
Ugotavljali smo vpliv naštetih hormonov in njihovih inhibitorjev na aktivnost promotorja 
Pti5. Za primerjavo aktivnosti smo izbrali označevalni promotor za SA, PR1b. Z 
elektroporacijo smo v bakterije A. tumefaciens GV3101 vnesli binarni reporterski vektor 
pKGWFS7, v katerega smo s pomočjo rekombinacijskega kloniranja Gateway®, sklonirali 
ustrezen insert, promotor Pti5 oz. PR1b. Vektor vsebuje kar dva reporterska gena, gus in 
GFP. S fuzijo obeh odprtih bralnih okvirjev gus in GFP omogoča, da se reporterja sočasno 
izražata (Earley in sod., 2006). Po prehodni transformaciji in obdelavi rastlin s hormoni, 
smo s histokemičnim β-glukuronidaznim testom primerjali aktivnost promotorjev. To je 
občutljiva metoda za detekcijo izražanja transgenov oz. aktivnosti promotorjev (Jefferson 
in sod., 1987 in Earley in sod., 2006). Študija promotorjev, ki močno regulirajo ekspresijo 
genov na ravni transkripcije, je ključna za izboljšanje osnovnega razumevanja uravnavanja 
genov. Prav tako pa pispeva k povečanju števila dostopnih promotorjev za uporabo v 
rastlinski biotehnologiji (Hernandez-Garcia in Finer, 2013).  
Ugotovili smo, da analog salicilne kisline INA in prekurzor etilena ACC vplivata na 
indukcijo oz. povečano aktivnost promotorjev Pti5 in PR1b v primerjavi s kontrolnimi 
diski. Po obdelavi rastlin N. benthamiana z inhibitorjem jasmonske kisline in biosinteze 
jasmonatov DIECA, smo opazili podobno aktivnost obeh promotorjev kot po obdelavi le z 
INA oz. ACC. Oba gena sta se še vedno inducirala. Iz tega lahko sklepamo, da je indukcija 
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promotorjev neodvisna od JA (Sl. 16, 17). S tem smo zavrgli našo hipotezo, da bo JA 
zavrla indukcijo promotorja Pti5. 
V drugem poskusu smo obdelali listne diske z inhibitorjem etilena, 1-MCP, za katerega je 
značilno, da ima višjo afiniteto vezave na etilenske receptorje, s čimer blokira etilensko 
signaliziranje (Kamiyoshihara in sod., 2012). Pri konstruktu PR1b nismo opazili razlik v 
modri obarvanosti po obdelavi z INA oz. INA in 1-MCP, kar kaže na to, da je  v obeh 
primerih prišlo do indukcije promotorja PR1b. Za razliko smo pri promotorju Pti5 opazili 
nekoliko zmanjšano aktivnost GUS pri listih obdelanih z 1-MCP in INA, kot pri listih, ki 
smo jih obdelali le z INA (Sl. 19, 20). Iz rezultatov lahko sklepamo, da promotor PR1b, ki 
smo ga uporabili kot označevalca signalne poti SA, uravnava SA neodvisno od ET. 
Nasprotno predvidevamo, da indukcijo promotorja Pti5, najverjetneje uravnava SA v 
etilenski signalni poti. To pomeni, da morata biti za indukcijo Pti5 funkcionalni obe 
signalni poti.  
Test GUS bi morali ponoviti, saj se je v drugem poskusu pri negativnih kontrolah gen gus 
izrazil in smo tako dobili modro obarvanje.  Razlogov za lažno pozitivne rezultate je več. 
Eden od njih bi bil lahko povezan z izjemno občutljivostjo test GUS. Zaradi tega lahko 
reporterski gen inducira že majhen stres rastlin, ki ga povzročijo ventilacija, pomankanje 
svetlobe, vode, agroinfiltracija. Prav tako lahko pride do obarvanja robov listnih diskov 
zaradi ranitve pri vzorčenju. Največji problem pri našem drugem poskusu je bil, da smo 
zaradi velike hlapnosti inhibitorja 1-MCP rastline postavili v komore iz pleksistekla, kar pa 
je za rastline predstavljale dodaten stres. S ponovitvijo poskusa, bi lahko napako popravili. 
Dodatno bi lahko izboljšali oba poskusa z večjim številom listnih diskov za primerjavo. 
Poleg kvalitativnih rezultatov, bi morali opraviti tudi še kvantitativne meritve, npr. 
fluorimetričen test.  
Dobljeni rezultati se popolnoma ujemajo s predhodnjo analizo qPCR, čeprav sta metodi 
čisto neodvisni. S qPCR analizo so ugotavljali profil izražanja genov Pti5 in PR1b. Po 
obdelavi listov s SA oz. ET, je prišlo do indukcije izražanja obeh genov. Če pa so liste 
obdelali še z inhibitorjem etilenske signalne poti 1-MCP, ni bilo indukcije izražanja gena 
Pti5. 
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Opravili smo tudi tkivno specifično analizo promotorja Pti5 po okužbi s PVY. Lokalizacijo 
Pti5 smo opazovali s konstruktom Pti5promotor:GFP_GUS, ki smo ga uporabili za test 
GUS, po okuževanju rastlin s PVY. Opazili smo šibko izražanje GFP v jedru pri listih 
okuženih z virusom (Sl. 21b), v primerjavi s kontrolnimi listi, kjer fluorescence ni bilo (Sl. 
21a). S tem smo potrdili, da nativni promotor Pti5 deluje. 
5.3 ANALIZA LOKALIZACIJE IN KOPIČENJA PROTEINA Pti5  
Za analizo lokalizacije in akumulacije TF Pti5, smo uporabili že predhodno pripravljen 
konstrukt Pti5prom:Pti5_YFP. Vedeli smo, da Pti5 inducira SA, zato smo liste tobaka N. 
benthamiana v prvem poskusu obdelali z analogom salicilne kisline INA. V drugem 
poskusu smo liste infiltrirali še z virusnim supresorjem P19.  
Pri lokalizaciji proteina Pti5 pod nativnim promotorjem Pti5, v nobenem poskusu nismo 
dobili signalov fluorescence (Sl. 22a, b). Možno je, da signala ni bilo, zaradi uporabe 
konstrukta, Pti5prom:Pti5_YFP z nativnim promotorjem. Slednji ni močan promotor, zato 
je bila koncentracija mRNA zelo nizka in nismo zaznali proteina Pti5. Tudi pri tkivno 
specifični analizi, kjer smo uporabili konstrukt Pti5promotor:GFP_GUS z istim 
promotorjem, je bilo izražanje zelo šibko, v primerjavi z rezultati, kjer smo uporabili 
konstrukt s konstitutivnim promotorjem 35S, kjer je bilo pri listih, okuženih s PVY 
kopičenje Pti5 v jedru vedno veliko. 
5.4 DETEKCIJA PROTEINA PTI5  
Iz začetnih lokalizacijskih študij, omenjenih v rezultatih (5.1), smo opazili, da se Pti5 
močno izrazi le v listih okuženih s PVY. Brez okužbe je signal zelo šibek. Zanimalo nas je, 
če se po okužbi rastlin s PVY kopičenje Pti5 poveča, medtem ko se pri kontrolnih rastlinah 
protein razgradi. Za prenos western smo uporabili dva različna konstrukta. Najprej smo 
klonirali gen Pti5 v ciljni vektor pGWB18 v fuziji z oznako myc; nato pa smo poskusili še 
s konstruktom, ki smo ga uporabili za začetne lokalizacijske študije proteina Pti5, 
35Sprom:Pti5_YFP. 
S prenosom western smo želeli pri rastlinah, okuženih s PVY, s pomočjo primarnih in 
sekundarnih protiteles potrditi kopičenje proteina Pti5. Po prenosu western s konstruktom 
35Sprom:Pti5_myc nismo dobili lis na membrani PVDF. Razlog za to je najverjetneje 
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epitop oznaka myc, ki je zelo kratka, hidrofilna peptidna sekvenca, ki ni omogočila vezave 
primarnih protiteles. 
Poskus smo ponovili, s konstruktom 35Sprom:Pti5_YFP. Uporabili smo zajčja protiGFP 
primarna protitelesa IgG in zajčja sekundarna protitelesa IgG, označena s HRP, ki smo jih 
redčili 1:5000. Na sliki membrane PVDF vidimo liso pri velikosti 26kDa le pri listu 
okuženim s PVY, pri listu inokuliranim z neokuženim materialom pa lise ni (Sl. 26). Prav 
tako je ni pri negativnih kontrolah, kjer smo okužen in neokužen list infiltrirali z 
agrobakterijami brez vektorja. Detektirali smo le protein YFP, kar pa ni v skladu z našimi 
pričakovanji, pričakovali smo namreč liso pri velikosti 48kDa, in sicer protein Pti5 v fuziji 
z YFP.  
Liste rastlin, ki smo jih uporabili za prenos western smo četrti dan po agroinfiltraciji 
opazovali tudi s konfokalnim mikroskopom. Pri listih, okuženih s PVY, smo videli rumeno 
fluorescenco v jedru, iz česar smo lahko sklepali, da je agroinfiltracija uspela (Sl. 27). 
Torej je najverjetneje prišlo do degradacije proteina Pti5 nekje med prenosom western. 
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6 SKLEPI  
- Po okužbi krompirja s PVY se protein Pti5 močno kopiči v jedru celic. 
- Že samo en protein, in sicer virusni supresor tombusvirusov P19, vpliva na 
lokalizacijo TF Pti5 v jedru celic krompirja po okužbi s PVY. 
- Tako INA kot ACC inducirata promotor Pti5 in PR1b oz. SA in ET povečata 
indukcijo promotorja Pti5 in PR1b v listih N. benthamiana. 
- Pti5 najverjetneje uravnava SA v etilenski signalne poti. 
- PR1b, označevalec signalne poti SA, uravnava SA neodvisno od ET.  
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7 POVZETEK 
Raziskave odgovorov rastlin na stres so izjemnega pomena, če želimo povečati pridelek 
poljščin, ki rastejo v stresnih razmerah (Charfeddine in sod., 2015). V zadnjih letih prihaja 
zaradi različnih biotskih in abiotskih dejavnikov, do velikega upada pridelka krompirja. 
Transkripcijski faktorji družine AP2/ERF v rastlinah sočasno in kooperativno uravnavajo 
številne odgovore, s čimer bi lahko posamezni vrsti doprinesli številne tolerančne prednosti 
(Phukan in sod., 2017). Med TF iz te družine je tudi protein Pti5. 
S prehodno transformacijo in opazovanjem listov tobaka v razmerah in vivo s konfokalnim 
mikroskopom smo ugotavljali mehanizem za lokalizacijo TF Pti5 v jedru celic po okužbi s 
PVY. Ugotovili smo, da že en sam virusni protein P19 iz skupine tombusvirusov vpliva na 
translokacijo Pti5 v jedro celic. Nismo pa uspeli dokazati, da pride do translokacije zaradi 
fosforilacije. Z uporabo histokemičnega β-glukuronidaznim testa smo primerjali aktivnost 
promotorjev PR1b in Pti5 po obdelavi z različnimi hormoni in inhibitorji in ugotovili, da 
tako SA kot ET povečata indukcijo promotorjev Pti5 in PR1b v listih N. benthamiana. Prav 
tako predvidevamo, da označevalec signalne poti SA – PR1b uravnava SA neodvisno od 
ET. Pti5 najverjetneje uravnava SA v etilenski signalni poti. Zaradi občutljivosti metode 
GUS bi morali poskus ponoviti in rezultate potrditi še s kvantitativnimi meritvami. S 
prenosom western nismo uspeli potrditi, da se pri rastlinah, okuženih s PVY, protein Pti5 
kopiči v jedru. 
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PRILOGE 
PRILOGA A 
 
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij promotorjev Pti5, s katerimi smo potrdili, da je v 
vstopnem plazmidu pENTR pravilen insert. 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje slike A: Poravnava nukleotidnih zaporedij promotorjev Pti5, s katerimi smo 
potrdili, da je v vstopnem plazmidu pravilen insert. 
  
 
 
Se nadaljuje  
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Nadaljevanje slike A: Poravnava nukleotidnih zaporedij promotorjev Pti5, s katerimi smo 
potrdili, da je v vstopnem plazmidu pravilen insert. 
 
 
Slika A 1: Rumeno označeni deli prikazujejo popolno ujemanje nukleotidnega zaporedja promotorja Pti5 s 
sekvenco promotorja iz sorte Rywal. 
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PRILOGA B 
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij promotorjev PR1b, s katerimi smo potrdili, da je v 
vstopnem plazmidu pravilen insert. 
 
 
 
 
 
 
Se nadaljuje 
 
Fric K. Uravnavanje prepisovanja in lokalizacije transkripcijskega faktorja Pti. 
Mag. Delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molek. in funk. biologije, 2017 
 
Nadaljevanje slike B: Poravnava nukleotidnih zaporedij promotorjev PR1b, s katerimi smo 
potrdili, da je v vstopnem plazmidu pravilen insert. 
 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje slike B: Poravnava nukleotidnih zaporedij promotorjev PR1b, s katerimi smo 
potrdili, da je v vstopnem plazmidu pravilen insert. 
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potrdili, da je v vstopnem plazmidu pravilen insert. 
 
 
 
Se nadaljuje 
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PRILOGA C 
 
Poravnava nukleotidnih zaporedij gena Pti5, s katerimi smo potrdili, da je v vstopnem 
plazmidu pCR8 pravilen insert. 
  
 
Se nadaljuje 
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